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Mgr inz. lwona Maria Kawacka ukoriczyta w 2019 roku studia magisterskie na kierunku Technologia
Zywnosci i Zywienie Cztowieka na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu. Prace dyplomowg
zrealizowata w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci.

Z przedstawionej dokumentacji nie wynika czy Doktorantka ubiegata sie uprzednio o nadanie
stopnia doktora.

W czasie studiéw i po ich ukonczeniu pracowata kolejno jako stazysta w laboratorium analiz
fizykochemicznych Unilever w Poznaniu, stazysta w laboratorium zapewnienia jakosci LISNER
w Poznaniu oraz mtodszy specjalista ds. zapewnienia jakos$ci w zaktadzie LISNER w Poznaniu.

Mgr inz. lwona Maria Kawacka rozpoczeta ksztatcenie w Szkole Doktorskiej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu w pazdzierniku 2020. A od maja 2023 jest zatrudniona na stanowisku
starszego referenta technicznego na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu.

Ponadto w lipcu i sierpniu 2022 obyta staz naukowy w instytucie Roberta Kocha w Niemczech.
Doktorantka jest wspdtautorem 9 publikacji naukowych w czasopismach z listy JCR.

Rozprawa doktorska mgr inz. lwony Marii Kawackiej, ktéra stanowi podstawe do ubiegania sie
o stopien naukowy doktora w dyscyplinie technologii zywnosci i Zzywienia, ma charakter zbioru
opublikowanych i powigzanych tematycznie pieciu artykutéw naukowych, co jest zgodne z Art.
187. 1. ust. 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2020 r. poz. 85 z pdzniejszymi zmianami). W przedstawionej do recenzji pracy pisemnej zbiér
publikacji zostat opatrzony komentarzem w jezyku polskim. Posiada on uktad tradycyjny dla
rozpraw doktorskich: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep wraz z uzasadnieniem
i charakterystyka problemu badawczego, cel i zakres badan, hipotezy badawcze, omdwienie
wynikéw, podsumowanie wraz z wnioskami i ustaleniami, spis literatury. Ponadto zwiera kopie
publikacji stanowigcych zbidr oraz oswiadczenia o wkfadzie poszczegdlnych autoréw w ich

powstanie.

Prace zawarte w ocenianym zbiorze zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR w latach
2022-2024. Cztery z publikacji to prace oryginalne opublikowane w: Zywno$¢. Nauka. Technologia.
Jakosc., (IF=0,000; 20 pkt MNiSW), Life (IF=3,200; 70 pkt MNiSW), Pathogens (IF=3,300; 100 pkt.
MNiSW), Antibiotics (IF=4,300; 70 pkt. MNiSW) oraz jedna praca przeglagdowa opublikowana
w Microorganisms (IF=4,926; 40 pkt MNiSW). Sumaryczny IF zbioru publikacji wynosi 15,726, 300
pkt. MNiSW; Indeks Hirsha 4 (Scopus 29.11.2024).

We wszystkich publikacjach stanowigcych zbior Doktorantka jest pierwszym autorem,
a w wiekszosci takze korespondencyjnym. Udziat Doktorantki w powstaniu publikacji wynosi
Srednio 77% i zgodnie z zataczonymi o$wiadczeniami nie budzi watpliwosci co do jej kluczowe;j roli
w ich powstaniu.
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Listeria monocytogenes, patogen przenoszony przez zywnos¢, jest czynnikiem wywotujgcym
listerioze, ciezkg chorobe, szczegélnie niebezpieczng dla oséb starszych, kobiet w cigzy
i noworodkoéw. Chociaz zakazenie to jest stosunkowo rzadkie, to obserwowana jest jednak wysoka
Smiertelnos¢, wynoszgca 20-30% przypadkow. Niepokojacy jest rowniez odnotowany wzrost
zachorowan w Unii Europejskiej o0 15,9% (rok 2022 w stosunku do 2021). L. monocytogenes moze
adaptowac sie, przetrwaé, a nawet rozwija¢ sie w szerokim zakresie warunkéw stresowych
srodowiska produkcji zywnosci. Ponadto bakteria ta jest réwniez w stanie tworzy¢ struktury
biofilmu na réznych powierzchniach w $rodowiskach produkcji zywnosci, co utrudnia jej usuniecie
i pozwala jej przetrwac¢ prowadzgc do wtdrnych zanieczyszczen zywnosci. W celu eliminacji
drobnoustrojéow, w tym takze bakterii L. monocytogenes, ze S$rodowiska produkcyjnego,
wykonywane sg procedury dezynfekcji. Srodkami wykorzystywanymi do tego celu sa miedzy
innymi zwiazki z grupy IV-rzedowych soli amoniowych, do ktérych nalezy chlorek benzalkoniowy.
Problem wielolekoopornosci bakteryjnej stanowi istotne globalne wyzwanie i jedno
z priorytetowych zagadnied w dziedzinie ochrony zdrowia ludzkiego. Stad wieloaspektowe
monitorowanie L. monocytogenes jest waznym zagadnieniem z punktu widzenia bezpieczeristwa
mikrobiologicznego zywnosci i zdrowia spotecznego. Dlatego tez nalezy uzna¢ wybdr tej tematyki
przez Doktorantke jako zasadny, szczegdlnie, ze na podstawie rozporzadzenia Komisji
(UE) 2024/2895 z dnia 20 listopada 2024 r. zmieniajgcego rozporzadzenie (WE) nr 2073/2005
w odniesieniu  do Listeria monocytogenes, zaostrzono przepisy dotyczace kryteridow
bezpieczenstwa zywnosci w przypadku tego patogenu.

Doktorantka sformutowata cel pracy jako analize biordéznorodnosci izolatéw bakterii
L. monocytogenes pochodzacych z surowcow, produktow i srodowiska przemystu miesnego
w kontekscie ich wrazliwosci na chlorek benzalkoniowy. Ponadto sformutowata nastepujace cele
szczegdtowe systematyzujgce i porzadkujgce schemat badawczy:

1. Stworzenie kolekcji izolatéw bakterii L. monocytogenes.

2. Analiza réznorodnosci genoserotypow izolatdow L. monocytogenes.

3. Analiza opornosci izolatdw L. monocytogenes na antybiotyki.

4. Analiza aktywnosci beta-hemolitycznej izolatéw L. monocytogenes.

5. Analiza wystepowania w genomach izolatédw L. monocytogenes wybranych gendéw
warunkujacych wirulencje.

6. Analiza réznic we wrazliwosci izolatéw na chlorek benzalkoniowy.

7. Analiza obecnosci wybranych genéw warunkujgcych opornosé na IV-rzedowe sole amoniowe
w genomach izolatéw.

Chciatabym zwrdcié¢ uwage, ze sformutowanie ,, izolatéw Listeria monocytogenes pochodzqgcych

”

Z przemystu miesnego zawarte w tytule rozprawy doktorskiej i przewijajgce sie w catym

polskojezycznym komentarzu, jest co najmniej niezreczne jezykowo.

Doktorantka postawita trzy hipotezy badawcze, ktére zweryfikowata na podstawie swoich
oryginalnych badan.

W pierwszym etapie badan Doktorantka zidentyfikowata, wykorzystujgc dwie niezalezne techniki:
RFLP-PCR oraz multiplex PCR, kilkaset izolatow z rodzaju Listeria, a zabezpieczajgc je wraz
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z wyizolowanym z nich DNA, stworzyta niezwykle cenng Kolekcje. Nastepnie dla izolatéw
o potwierdzonej przynaleznosci do gatunku L. monocytogenes przeprowadzita analize
réoznorodnosci genetycznej z wykorzystaniem techniki RAPD-PCR zawezajac pule izolatéw do 153.

W pierwszej publikacji (Zywnosé. Nauka. Technologia. Jakoé¢, 2022, 29, 2 (131), 34 — 44)
Doktorantka zaprezentowata wyniki dotyczagce genoserotypowania 153  izolatéw
L. monocytogenes. Zastosowata w tym celu dwa uzupetniajagce sie protokoty - uznang juz
powszechnie metodyke wg Dumith i in., 2004 oraz metodyke opublikowang w 2020 roku przez
Feng i in. Takie podejscie umozliwiato klasyfikacje czterech gtdwnych, w aspekcie klinicznym,
serotypow L. monocytogenes (4b, 1/2a, 1/2b, 1/2c) do czterech rdéinych serogrup oraz
wyrdznienie hiperwirulentnego serotypu 4h do osobnej serogrupy.

Opisujac w metodyce tej publikacji mikroorganizmy wykorzystane do badan Doktorantka podata,
ze izolaty pochodzity zaréwno z produktéw surowych jak i przetworzonych oraz, ze izolaty ze
Srodowiska produkcji pochodzity zaréwno z powierzchni kontaktujacych sie z zywnoscig jak i takich
ktdre tego kontaktu nie miaty. Szkoda, ze ten podziat nie zostat utrzymany przy przedstawianiu
wynikéw. Brakuje réwniez informacji czy izolaty pochodzity z obszaru catego kraju czy byty
ograniczone np. do jednego wojewddztwa. Chciatabym réwniez zwrdci¢ uwage na nieprecyzyjne
opisy prébek z ktérych pochodzity izolaty. Przez boczek mozemy rozumie¢ zaréwno czes¢ tuszy
wieprzowej jak i wykonang z niego wedzonke czy boczek pieczony. Podobnie wotowina czy
wieprzowina. Czy byty surowe czy przetworzone?. Nie wiemy réwniez z ilu zaktadéw izolowano
szczepy. Poniewaz analiza genoserotypéw moze umozliwi¢ Sledzenie zrédet zanieczyszczen
pojawiajacych sie w zaktadach przetwérstwa spozywczego, szkoda, ze Doktorantka nie pokusita
sie o0 analize wynikéw genoserotypowania pod tym wtasnie katem co zwiekszytoby aplikacyjny
charakter wynikéw badan.

Druga publikacja w zbiorze (Life, 2023, 13, 821) zostata poswiecona zagadnieniu
antybiotykoopornosci izolatéw L. monocytogenes, szczegdlnie na antybiotyki powszechnie
wykorzystywane w leczeniu infekcji spowodowanych L. monocytogenes. Badane 153 izolaty
wykazywaty wrazliwos¢ na 9 antybiotykdw; jedynie w przypadku cyprofloksacyny, 10 izolatow
z badanej puli charakteryzowato sie wielkoscig stref zahamowania sklasyfikowanych jako
wrazliwos¢ posrednia pomiedzy wrazliwoscig a opornoscig. lzolatdw opornych na jakikolwiek
z badanych antybiotykéw nie stwierdzono. lzolaty te pochodzity ze S$rodowiska produkcji
i wszystkie posiadaty genoserotyp VIb. Ich profile uzyskane w badaniach RAPD-PCR i REP-PCR byty
zblizone, a analiza filogenetyczna wskazuje na duze podobienstwo. Szkoda jednak, ze nie
przedstawiono informacji czy izolaty pochodzity z jednego zaktadu produkcyjnego czy z réznych.

W publikacji tej Doktorantka zwrdécita uwage, ze pomimo metodyk rekomendowanych przez CLSI
i EUCAST w licznych badaniach dotyczacych antybiotykoopornosci, badacze stosujg rozne metody,
rozne pozywki i rézne warunkiinkubacji oraz rézne szczepy kontrolne i rézne kryteria. Doktorantka
takze dokonata wtasnych wyborow w zakresie metodyki, przyjeta kryteria i podata wielkosci stref
zahamowania wzrostu, co pozwala na analize wynikéw w ramach jej pracy natomiast nie pozwala
to na poréwnanie w sposdb uprawniony z wynikami innych badaczy. Dodatkowo chciatabym
zwroci¢ uwage, ze w dyskusji w publikacji pierwszej i drugiej pominieto wyniki badan zespotéw
NIZP-PZH i Uniwersytetu Warszawskiego obejmujgce zagadnienia genoserotypowania
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i antybiotykoopornosci szczepdéw L. monocytogenes pochodzgcych z zywnosci i Srodowiska jej
produkcji w Polsce, co mogto wzbogaci¢ przeprowadzong dyskusje wynikéw [Przyktadowo (1)
Korsak, D. i in.,. (2012). Antimicrobial susceptibilities of Listeria monocytogenes strains isolated
from food and food processing environment in Poland, International Journal of Food Microbiology,
33, 304 203-208.; (2) Mackiw E. I in., Antimicrobial resistance profiles of Listeria monocytogenes
isolated from ready - to - eat products in Poland in 2007- 2011, Food Control (2015), doi:
10.1016/j.foodcont.2015.05.011].

Trzecia publikacja ze zbioru (Microorganisms, 2022, 10, 483) dotyczy wystepowania
niehemolitycznych szczepdw L. monocytogenes, przyczyn pojawiania sie takiego nietypowego
fenotypu oraz metod stuzgcych do oceny zdolnosci hemolitycznych u izolatéw z tego gatunku.
Aktywnos¢ beta-hemolityczna jest uznawana za ceche gatunkowg L. monocytogenes i jest jedng
z cech wykorzystywanych w identyfikacji tego gatunku znormalizowang metodg PN-EN ISO 11290-
1:2017-07, stosowang rutynowo w kontroli bezpieczenstwa zywnosci i pasz. Dlatego uwazam, ze
zawarte w tej publikacji informacje mogg by¢ bardzo przydatne dla zespotéw odpowiedzialnych za
bezpieczenstwo w zaktadach przetwdrstwa spozywczego.

W badaniach aktywnosci beta-hemolitycznej szczepdw Listeria monocytogenes Doktorantka
zastosowata jako kontrole pozytywng szczep Listeria ivanovii ATCC 19119 a nastepnie w publikacji
stwierdzita, ze nie rekomenduje stosowania tego szczepu. W obszarze badan mikrobiologicznych
zywnosci funkcjonujg znormalizowane metody, w tym norma PN-EN ISO 11133:2014-07
(Mikrobiologia zywnosci, pasz i wody -- Przygotowanie, produkcja, przechowywanie
i przeprowadzanie badan pozywek), ktora zaleca szczep Listeria monocytogenes ATCC 35152 jako
kontrolny do oceny beta hemolizy. W $wietle tego nasuwa sie ogélna uwaga, ze w ksztatceniu
studentow i doktorantéw w obszarze mikrobiologii zywnosci poswieca sie zbyt matg uwage
zagadnieniom normalizacji metod badawczych.

Wyniki badan aktywnosci beta-hemolitycznej badanych 153 izolatéw zostaty wtaczone do
publikacji czwartej (Pathogens, 2024, 13, 444) w ktdrej zaprezentowano wyniki badania obecnosci
kluczowych genéw warunkujgcych wirulencje. Dziesie¢ gendéw zostato zidentyfikowanych
u wszystkich 153 izolatéw Listeria monocytogenes. Gen actA wykazat polimorfizm w analizowanej
grupie izolatow, a jego detekcja z uzyciem dwoch par starteréw pozwolita na wyréznienie czterech
grup izolatéw niezaleznych od genoserotypdw. Dwa izolaty rdznity sie od pozostatej puli z powodu
delecji w sekwencji genu inlB. Gen flaA zostat wykryty u 113 izolatéw charakteryzujgcych sie
genoserotypem lla. Genem rdznicujgcym zebrane izolaty w kontekscie obecnosci gendw
warunkujgcych wirulencje byt il[sA. Zostat on wykryty jedynie u 18 izolatdw. Pomimo iz nie mozna
wyciggnacé jednoznacznych wnioskéw o potencjalnie wiekszej lub mniejszej wirulencji izolatéw
posiadajgcych wydtuzony lub skrécony wariant genu actA oraz delecje w genie inlB to
przeprowadzone badania majg ogromny walor poznawczy i dostarczajg informacji
o réznorodnosci badanej puli izolatéw L. monocytogenes.

W piatej publikacji (Antibiotics, 2024, 13, 749) Doktorantka zaprezentowata wyniki dotyczace
opornosci na IV-rzedowe sole amoniowe taczac wyniki badan molekularnych dotyczacych
obecnosci trzech wybranych gendw warunkujgcych tg opornosc z wynikami analizy fenotypowe;j.
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Potwierdzono statystycznie istotng zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem w genomach co najmniej
jednego z badanych genéw warunkujgcych opornos¢ na IV-rzedowe sole amoniowe (emrC lub
bcrABC lub gacH) a wrazliwoscig na chlorek benzalkoniowy. Najczesciej wystepujagcym genem
opornosci byt gen emrC obecny w genomach blisko 42% izolatéw z badanej puli. Gen bcrABC byt
obecny w genomach szesciu izolatéw (3,9%), a gacH zostat wykryty w jednym przypadku (0,7%).
Dwa izolaty pochodzace ze srodowiska produkcji miaty po dwa geny warunkujace opornosé.
U 54,9% izolatow z kolekcji nie wykryto zadnego sposrdod badanych genéw warunkujgcych
opornos¢ na IV-rzedowe sole amoniowe.

Prosze Doktorantke o ustosunkowanie sie do pytania dlaczego w badaniu opornosci izolatéw
zastosowata stezenie chlorku benzalkoniowego wielokrotnie przewyzszajgce stezenia stosowane
przez innych badaczy w opublikowanych badaniach.

W wyniku analizy zaleznosci pomiedzy zbadanymi w pracy cechami Doktorantka stwierdzita, ze:

e izolaty o obnizonej wrazliwosci na chlorek benzalkoniowy wykazywaty obnizong
wrazliwos¢ na cyprofloksacyne statystycznie istotnie czesciej niz izolaty o standardowe;j
wrazliwosci;

e izolaty posiadajgce gen ilsA statystycznie rzadziej posiadajg geny warunkujgce opornosé
na IV-rzedowe sole amoniowe, niz izolaty nieposiadajace ilsA;

e nie zaobserwowano statystycznej zaleznosci miedzy wystepowaniem genu ilsA
a wrazliwoscig na chlorek benzalkoniowy (okreslong fenotypowo);

o wrazliwos¢ na chlorek benzalkoniowy nie byta zalezna od genoserotypu izolatu;

e izolaty posiadajace gen ilsA wykazaty obnizong wrazliwos¢ na cyprofloksacyne
statystycznie istotnie czesciej, niz izolaty nieposiadajgce tego genu.

Przedtozong do recenzji rozprawe mgr inz. Ilwony Marii Kawackiej przeczytatam z duzym
zainteresowaniem. Rozprawa prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktorantki oraz
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej potwierdzonej publikacjami wynikow
w czasopismach naukowych o znaczagcym wspoétczynniku wptywu. Jest ona opracowaniem
oryginalnym i przedstawia wyniki dokumentujgce realizacje zatozonych celéw i weryfikujgce
postawione hipotezy badawcze. Na uwage zastuguje umiejetne potgczenie badan molekularnych
analizy obecnosci genéw odpowiedzialnych za wirulencje oraz za opornos¢ na IV-rzedowe sole
amoniowe z charakterystykg fenotypowg izolatéw L. monocytogenes. Uzyskane wyniki
uzupetniajg obraz bioréznorodnosci i pozwalajg na sledzenie trenddéw zmian zachodzgcych wsréd
izolatdbw L. monocytogenes. Dodatkowo nalezy zwrdci¢é uwage na umiejetnos¢ analizy
i interpretacji wynikéw oraz ich dyskusji przez Doktorantke.

Stwierdzam, ze zbiér artykutdw pod wspdlnym tytutem: Analiza bioréiznorodnosci izolatéw
bakterii Listeria monocytogenes pochodzacych z przemystu miesnego w kontekscie ich
wrazliwosci na chlorek benzalkoniowy, przedstawiona przez Panig mgr inz. Iwone Marie Kawacka
jest nowoscig i ma znaczacy wktad w dyscypline naukowg technologia zywnosci i zywienia.
Uwazam, ze spetnia ona wymagania stawiane rozprawom dysertacyjnym na stopienn doktora
okreslone w Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
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U. z 2020 r. poz. 85 z pdZniejszymi zmianami). W zwigzku z tym wnosze do Rady Naukowej

Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie mgr inz

Iwony Marii Kawackiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Elektronicznie

Ba rba ra podpisany przez
Barbara Sokotowska
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