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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Wiktorczyk-Kapischke pt.: ,Wplyw czynnikéw
stresowych na wybrane cechy feno- i genotypowe badanych szczepéw Listeria
monocytogenes” wykonanej w Katedry Mikrobiologii Wydziatlu Farmaceutycznego
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu, ktérego kierownikiem jest Pani prof. dr hab. Eugenia Gospodarek-
Komkowska. Promotorami pracy s : Pan dr hab. ini. Krzysztof Skowron, prof. UMK z
Katedry Mikrobiologii Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu oraz Pani dr hab. inZ. Ewa Watecka —Zacharska , prof. UPWr z Katedry Higieny
Zywnosci i Ochrony Zdrowia Konsumenta Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Zakazenia wywotane przez pateczki Listeria monocytogenes stale pozostaja
problemem wspdfczesnej medycyny. Wg raportéw epidemiologicznych Swiatowej
Organizacji Zdrowia listerioza pozostaje nadal jedng z najczesciej zgtaszanych chordb
odzwierzgcych zaréwno w krajach wysoko rozwinietych jak i w krajach ubogich. Na
przestrzeni ponad 20 lat XXI wieku odnotowano na $wiecie wiele epidemii listeriozy
zwigzanych gtdwnie ze spozyciem zanieczyszczonej zywnosci. Pateczki Listeria
monocytogenes wystepujg w Srodowisku naturalnym, moga byé izolowane z gleby, wody,
gnijacej rodlinnosci a takze wystepujg w zywnosci. Dotyczy to przetwdrstwa w  réznych
zaktadach przemystu spozywczego np. produkty rybne, owoce morza, produkty miesne,
produkty mleczne oraz produkty rodlinne jak : warzywa, owoce, nasiona zbdz, ziota,
przyprawy i inne. Z uwagi na tatwos¢ adaptacji w $rodowisku oraz wysoka tolerancje
zmiennych warunkéw Listeria monocytogenes moze diugo bytowaé w miejscu zasiedlenia , a
jezeli jest to zywnos¢ staje sie gtéwnym zréditem zakazenia dla cztowieka. Jest patogenem,



ktéry po przetamaniu barier ochronnych w organizmie cztowieka rozwija sie
wewngtrzkomorkowo. Rozwodj zakazenia warunkowany jest zaangazowaniem wielu
czynnikéw wirulencji oraz  czynnikéw genetycznych jak np. budowa genomu, ktéra
charakteryzuje sie duza zmiennoscig i plastycznoscia wysp patogennych i genomowych.
Powyzsze czynniki warunkujg wystepowanie opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe, do
ktorych dotaczajg sie srodowiskowe czynniki stresowe. Innym czynnikiem wzmacniajgcym
narastanie antybiotykoopornosci jest czesto niewtfasciwie prowadzona terapia, w tym
nieukierunkowane i nadmierne stosowanie antybiotykéw, a to z klei prowadzi do transmisji i
rozprzestrzeniania si¢ szczepow wielolekoopornych. Ponad to, zasygnalizowany stres
srodowiskowy moze w sposdb istotny przyczyniaé sie do rozwoju opornosci. Czynniki
stresowe (osmotyczny, kwasowy, temperaturowy) stosowane w przetwdrstwie zywnosci
zmieniajg odpowiedz drobnoustrojéw na antybiotyki m.in. poprzez zwiekszenie minimalnego
stezenia hamujacego na wybrane antybiotyki, to za$ wptywa na skuteczno$é prowadzone;j
antybiotykoterapii w przypadku wystapienia zakazen Listeria monocytognes.

Zakazenia wywotane przez omawiane drobnoustroje mogg mieé rézny przebieg kliniczny,
od postaci tagodnych do ciezkich zakazer ogélnoustrojowych. Gtéwna drogag zakazenia
pozostaje nadal spoiycie zanieczyszczonej zywnosci. Szczegdlnie ciezki przebieg zakazeri
wystgpuje u pacjentow w wieku starszym, u pacjentéw z niedoborami odpornosci, z
chorobami rozrostowymi, po przeszczepach, urazach, oparzeniach a takze wéréd pacjentow
gdzie manifestacja kliniczna zakazenia dotyczy zapaleri opon mézgowo-rdzeniowych i
zakazen ogdlnoustrojowych ( sepsa). Inng droga zakazen pateczkami Listeria monocytogenes
s3 zakazenia noworodkéw do ktérych dochodzi na drodze transmisji przeztozyskowej
pomiedzy matka a ptfodem lub podczas porodu. S one przyczyna poronien, obumarcia ptodu
lub wrodzonej postaci listeriozy u noworodkéw, ktérej postaé kliniczna w zaleznoéci od
nasilenia objawéw w okreslonych narzadach wptywa niekorzystnie na dalszy rozwdj
niemowlecia/dziecka.

Narastajgca opornos¢ bakterii na antybiotyki uwydatnia konieczno$¢ statego, aktywnego
monitorowania lekowrazliwosci, zjadliwosci drobnoustrojéw, genetycznej zmiennoéci, zmian
fenotypowych zaleznych od czynnikéw srodowiskowych tak, aby w sposéb ciagly mogty byé
opracowywane i wdrazane wiasciwe programy profilaktyki , kontroli a w przypadku zakazer
programy skutecznego leczenia. W ten cykl badawczy wpisuje sie przedstawiona mi do
recenzji ,Praca doktorska” Pani mgr Natalii Wiktorczyk-Kapischke.

Wyniki badari przedstawione w rozprawie doktorskiej byty wspotfinasowane z dwu
grantow : jeden z nich to Grant dla uczestnikéw studidw doktoranckich na finasowanie
zadania badawczego, drugi to Grant 4NCU na finasowanie zadania badawczego w ramach
programu IDUB oraz dzigki srodkom finansowym na podstawowa dziatalno$¢ badawcza
Katedry Mikrobiologii na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy UMK w Toruniu.



Cele pracy przedstawione przez Panig mgr N. Wiktorczyk-Kapischke zostaty
przedstawione w dwu przedziatach; jako : cel gtéwny i cele szczegétowe. Celem nadrzednym
byta ocena wptywu wybranych czynnikéw stresowych na cechy feno- i genotypowe u
badanych szczepéw L. monocytogenes. Cele szczegdtowe obejmowaty : ocene podobienstwa
genetycznego izolatéw L. monocytogenes oraz charakterystyke feno- i genotypowa réznych
genetycznie szczepow; ocene wptywu wybranych czynnikéw stresowych na wzrost i
przezywalnos¢ badanych szczepéw; ocene wplywu czynnikéw stresowych na zmiany cech
fenotypowych oraz poziom ekspresji genu sigB i agrA wzgledem genu referencyjnego gap.
Biorac _pod uwage, iz otrzymane wyniki badari moga mie¢ potencjat aplikacyiny,
wdrozeniowy, naleizy podkresli¢, iz badany problem jest bardzo wazny nie tylko z

poznawczego, naukowego ale tez mozliwosci praktycznego ich wykorzystania.

Wyniki badan, ktére dotycza powyiszego zagadnienia zrealizowano w Katedrze
Mikrobiologii Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem Pana dr hab. inz.
Krzysztofa Skowrona, prof. UMK, we wspétpracy z Panig dr hab. inz. Ewa Watecka-
Zacharskg, prof. UPWr, z Katedry Higieny Zywnosci i Ochrony Zdrowia Konsumenta
Uniwersytetu Przyrodniczego we Woroctawiu. Parnstwo Promotorzy s3 ekspertami w
omawianej tematyce badawczej o czym $wiadczg liczne publikacje i ich cytowania w
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.

Recenzowana rozprawa zawiera rozdziaty typowe dla dysertacji poznawczych : , Wstep”,
»Hipoteza badawcza i cel pracy”, ,Materiat i metody”, ,Wyniki”, ,Dyskusja”, ,Wnioski”,
»Streszczenie”, ,Summary”, ,Pismiennictwo”, ,Spis rycin, ,Spis fotografii”, ,Spis tabel”.
Catosc poprzedza ,Wykaz stosowanych skrétéw” oraz informacja o artykutach, autorstwa
Pani N. Wiktorczyk-Kapischke i inn.. Zostaty one wykorzystane do napisania ,Wstepu” (dwie
publikacje) oraz jedna publikacja cytowana w rozdziale , Wyniki”. Praca obejmuje tacznie 151
stron maszynopisu i zawiera: 33 ryciny, 21 tabel , 4 fotografie oraz 301 pozycji
pismiennictwa, w tym 66 z ostatnich 5 lat , co stanowi 22% oraz 114 z ostatnich 10 lat, co
stanowi niemal 38 %. Na koricu pracy dotaczono ,Zgode Komisji Bioetycznej” dziatajgcej
przy Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu na prowadzenie badari bedacych tematem
rozprawy doktorskie;j.

W obszernym ,Wstepie”, w pierwszej jego czesci Autorka szczegétowo przedstawia
charakterystyke gatunku Listeria monocytogenes. Szczegétowo przedstawia systematyke,
omawia wystgpowanie, adaptacje do warunkéw srodowiskowych, problem zanieczyszczenia
zywnosci, etiopatogeneze zakazenia, czynniki wirulencji wraz z czynnikami ryzyka, ktére
usposabiajg do wystgpienia zakaienia pateczkami L. monocytogenes. Za bardzo cenne
uwazam szczegOtowy opis etapow zakazenia pateczkami L. monocytogenes wraz z
charakterystyka genomu. Ta czesé ,Wstepu” duzo ,wazy” w catosci recenzowanej pracy,
jest oparta o wspofczesnie obowigzujgca wiedze. Posiada duza warto$é naukowa,
dydaktyczna i praktyczng. Jest usystematyzowanym kompendium wiedzy przydatnym, dla




lekarzy, mikorbilogédw, diagnostéw, doktorantdw i studentdw. W drugiej czesci ,Wstepu”

Autorka koncentruje sie na problemie wptywu na bakterie czynnikdéw stresowych
stosowanych w przetwdrstwie spozywczym. W _sposéb bardzo czytelny i przejrzysty na
rycinach wiasnego autorstwa przedstawia mechanizmy odpowiedzi na stres temperaturowy,
osmotyczny, kwasowo-zasadowy u L. _monocytogenes. W ostatnim punkcie tego dziatu,

porusza problem wystepowania opornosci krzyzowej drobnoustrojow powstatej w wyniku
narazenia na czynniki stresowe, jako wazny problem w zapewnieniu bezpieczenstwa i jakosci
zywnosci w przemysle spozywczym.

Cele pracy zostaly przedstawione w sposdb bardzo czytelny, o czym juz napisatam
powyzej w mojej recenzji. Podkreslam przejrzysty podziat na cel ogolny i cele szczegétowe,
wg ktorych Doktorantka prowadzita badania.

W rozdziale ,Materiat i Metody” Autorka szczegétowo charakteryzuje materiat badawczy,
ktdry stanowito 80 izolatdw L. monocytogenes pochodzacych z kolekeji Katedry Mikrobiologii
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu izolowanych z materiatu klinicznego oraz z zywnosci. Protokét badawczy zostat
zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng. Dalej przedstawia metody badawcze zastosowane
w badaniach mikrobiologicznych oraz do analiz biochemicznych. Badania te zostaty
wykonane przy uzyciu najnowszych technik wspétczeénie obowiazujacych w mikrobiologii,
biologii molekularnej, genetyce, biochemii. Otrzymane wyniki badar; zostaty opracowane z
zastosowaniem wtasciwie dobranych analiz i metod. Analiza statystyczna powstata przy
wspotpracy Doktorantki z Panig dr hab. Katarzyng Buszko, prof. UMK oraz Panem mgr
Kacprem Wnuk z Katedry Biostatystyki i Teorii Uktadéw Biomedycznych UMK, W tym
miejscu nalezy mocno podkresli¢ umiejetnoéé wspdtpracy Pani mgr Natalii Wiktorczyk-
Kapischke z innymi jednostkami badawczymi, co jest wazng umiejetnoscia i bardzo
pozytywnie rokuje w Jej dalszej pacy naukowo-badawczej.

W rozdziale ,Wyniki” Autorka przedstawia bardzo doktadng, wielokierunkowga analize
uzyskanych wynikéw badan. S3 one zgodne z wytyczonymi wczesniej celami pracy.
Obejmuja ocene podobieristwa genetycznego izolatéw, szczegbtowa charakterystyke
wrazliwosci na antybiotyki oraz ocene wystgpowania genéw kodujacych wybrane czynniki
wirulencji. Oceniono wystepowanie 10 genéw kodujacych wybrane czynniki wirulencji.
Wyodrebniono cztery profile genéw wirulencji wéréd badanych szczepow. Za niezwykle
interesujgce, a zarazem pionierskie wskazuje te wyniki badan w ktérych Autorka wykazata
istotnie statystyczny zwigzek pomigdzy profilem genéw wirulencji a pochodzeniem badanych
szczepow. Kolejng grupg wynikéw o istotnym znaczeniu sg te, ktdre dotycza szczegdtowe]
analizy wptywu czynnikoéw stresowych na cechy fenotypowe i ekspresje wybranych genéw
wsrod  badanych szczepédw L. monocytogenes. Dodatkowo ocena zdolnosci tworzenia
biofilmu po ekspozycji na czynniki stresowe. Te czeéé wynikdw majgcych istotne znaczenie

praktyczne w kontrolowaniu bezpieczeristwa zywnosci a takze stuzgce lepszemu poznawaniu

patomechanizmodw zakazenia pateczkami Listeria monocytogenes uwazam za bardzo wazne z




naukowego znaczenia jak i ich mozliwosci praktycznego wykorzystania. Doktorantka podczas

pracy eksperymentalnej, dokonujac analizy otrzymanych wynikéw wykazata sie szeroka,
usystematyzowang i ugruntowany wiedzg z zakresu mikrobiologii i biologii molekularnej.
Potwierdzeniem jest fakt, iz cze$¢ opisanych wynikéw w rozprawie doktorskiej zostato juz
opublikowane w czasopismie o zasiegu miedzynarodowym, o szczegllnie wysokich
wymogach merytorycznych i redakcyjnych. Uzyskane wyniki szczegbtowo, a przy tym
czytelnie i przejrzyscie zostaty zilustrowane w postaci 15 tabel, 23 rycin oraz 4 fotografii.
Dodatkowo, w tym miejscu pragne podkreéli¢ starannoic wykonania i opracowania
otrzymanych wynikéw wraz z ich wzorowa prezentacja graficzna.

W, Dyskusji” Autorka omoéwita problem zakazed wywotanych pateczkami Listeria
monocytogenes, ktérej zrédtem sg produkty spozywcze w Polsce i na éwiecie. Omdwita
czynniki predysponujace do zakazenia, charakterystyke i przebieg choroby , zmienno$é
objawdw zaleznych od irédta zakazenia, od czynnikéw wirulencji, czestosci wystepowania
genow kodujacych wybrane czynniki wirulencji , od profilu genetycznego drobnoustrojéw a
skutecznos¢ terapii od oceny i monitorowania antybiotykowrazliwosci. Dokonata
szczegotowej analizy obecnosci L. monocytogenes w $rodowisku, jako problemu podczas
produkcji zywnosdci. Oméwita metody kontroli mikrobiologicznej zywnoéci. We whnikliwej
analizie zestawita wyniki badari wtasnych w kontekscie $wiatowej literatury dotyczgce
odpowiedzi pateczek Listeria monocytogenes na czynniki stresowe co staje sie wyzwaniem w
zwalczaniu drobnoustrojéw w srodowisku, przede wszystkim w przemysle spozywczym. A to
przektada sie na bezpieczenstwo i ochrone spoteczeristwa w ramach szeroko rozumianej
profilaktyki i ochrony zdrowia publicznego. Jak juz podkreslitam pismiennictwo wykorzystane
W przygotowaniu ocenianej rozprawy w niemal 38%  stanowi wspdétczesnie obejmujaca
wiedze w tym temacie, w przedziale ostatnich 10 lat.

We ,Wnioskach” koriczacych rozprawe Autorka zwraca uwage na najwazniejsze aspekty
pracy formutujgc szes¢ konstruktywnych wnioskéw, bedacych petna odpowiedzig na
postawione cele. To wiasnie wniosek drugi ma moc naukowa i wskazuje na zaleznoéé
pomiedzy wystgpujacymi  wsréd badanych szczepéw profilami gendéw wirulencji a ich
pochodzeniem. Jest to pierwsze doniesienie literaturowe. Podobnie wnioski : czwarty, piaty
i sz0sty sg istotne jako pierwsze doniesienia w polskich badaniach , opisuja zaobserwowane
trendy odpowiedzi drobnoustrojéw na warunki stresowe , w tym zdolnoé¢ bakterii do
tworzenia biofilmu oraz wrazliwos¢ na antybiotyki jako odpowiedz na stres srodowiskowy. Sg
waznym  zasygnalizowaniem problemu i uzasadnionym wskazaniem aby kontynuowac
powyzsze badania. A wszystko po to, aby poszukiwaé skutecznych metod do walki z
zakazeniami bakteriami Listeria monocytogenes.

Podsumowujgc, recenzowana dysertacia doktorska stanowi oryginalne i bardzo

wartosciowe opracowanie zarowno pod wzgledem poznawczym jak i praktycznym. Posiada
wysokg wartos¢ merytoryczng. Jest cenng pozycia naukows. Dodatkowo, co mocno chce




podkresli¢ praca ta jest wykonana i opracowana bardzo starannie a strona edytorska, bez

zastrzezen, jest przyktadem wzorowej monografii.

Recenzowang prace oceniam bardzo wysoko. Rozprawa doktorska mgr Natalii Wiktorczyk-
Kapischke spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawg z
dnia 20 lipca 2018r. ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” ( dz.U.2018r., 1669, z pozn.
zm.). W zwigzku z powyiszym mam zaszczyt zwrdcié sie do Przewodniczacej Rady
Dyscypliny Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy i Wysokiej
Rady ds. Stopni Naukowych z wnioskiem o dopuszczenie mgr Natalii Wiktorczyk-Kapischke
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

W tym miejscu takze, korzystam z przystugujgcego mi prawa jako recenzenta i wnioskuje
do Pani Przewodniczgcej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy i Wysokiej Rady ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauk
medycznych o przyznanie wyréznienia Pani mgr Natalii Wiktorczyk-Kapischke za wybitna,
wyrdiniajgcy si¢ rozprawe doktorskg, w ktdrej uzyskane wyniki maja wysoka wartosé
naukowa i poznawcza. Ponad to, przekfadajg sie na mozliwosé ich zastosowania i
wykorzystania w praktyce. Dodatkowo stwierdzam, ze jest to pierwsze, pionierskie
opracowanie w Polsce, dotyczace analizy wptywu stresu srodowiskowego na wybrane cechy
feno- i genotypowe u bakterii Listeria monocytogenes. Podjety przez Doktorantke temat
badawczy powinien by¢ kontynuowany.
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