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Poznan, 14 pazdziernika 2021
Prof. dr hab. Piotr Koztowski

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Hornik
pt. ,,Opracowanie multipleksowego systemu badan przesiewowych patogenéw
w mleku wywotujacych mastitis i genow lekoopornosci metoda multipleksowej
amplifikacji PCR potaczonej z detekcja fluorescencyjng”

Podstawg wykonania niniejszej recenzji jest pismo z dnia 1 pazdziernika 2021 r.
wystosowane przez Dziekana Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Panig prof.
UPP dr hab. Bozene Danyluk.

Oceniana rozprawa przedstawia wyniki doktoratu wdrozeniowego, ktéry zostat
wykonany w Katedrze Technologii Zywno$ci Pochodzenia Roslinnego Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem prof. Agnieszki Piotrowskiej-Cyplik.
Praca powstata w wyniku realizacji | edycji konkursu w programie MNiSW ,Doktorat

wdrozeniowy” i byta realizowana w latach 2017-2020.

Partnerem biznesowym, w ktérego laboratoriach byty wykonywane prace
eksperymentalne oraz na rzecz ktérego realizowane byto wdrozenie jest Instytut
Genetyki Sgdowej w Bydgoszczy, stabilne przedsiebiorstwo od lat dziatajace na

polskim rynku testéw genetycznych i diagnostyki medyczne;.

Przedstawiona do oceny rozprawa dotyczy waznego problemu, opracowania i
walidacji multipleksowego testu PCR, ktéry pozwalatby na jednoczesng
analize/detekcje szeregu patogenéw przyczyniajgcych si¢ do wigkszosci przypadkow
mastitis, choroby zapalnej wymion czesto wystepujacej u bydta mlecznego i innych

zwierzat hodowlanych, stanowigcej duzy problem ekonomiczny.



Opracowany test tgcznie obejmowat detekcje 18 amplikonéw (fragmentow DNA), w
tym detekcje 13 gatunkdéw bakterii, 1 rodzaju grzyba, 1 rodzaju glonéw, 2 genéw
bakteryjnych, warunkujgcych oporno$¢ na antybiotyki oraz 1 fragmentu genomu
bydta domowego, stanowigcego kontrole pozytywng. Chociaz reakcja PCR
multipleks jest narzedziem czesto wykorzystywanym w biologii molekularnej czy
genetyce opracowanie rzetelnego testu sktadajgcego sie az z 18 amplikonéw,
zdecydowanie nie nalezy do rutyny i wymaga duzej wiedzy i dodwiadczenia w tego
typu analizach. Waznym elementem opracowanego testu jest zastosowanie
znakowania fluorescencyjnego w czterech réznych kanatach, co umozliwia analize
(detekcje patogenoéw) przy uzyciu elektroforezy kapilarnej, co z kolei daje mozliwos¢

rzetelnej i statystycznej oceny wynikéw oraz automatyzji analizy.

Rozprawa ma klasyczng strukture i sktada sie z nastepujgcych czesci: (i) Wstep, (ii)
Celu pracy, (iii) Materiaty i metody, (iv) Wyniki, (v) Dyskusja, (vi) Podsumowanie (vii)
Whioski, (viii) Spis literatury oraz (viii) Streszczenia po polsku i angielsku, ktére sg
jednoczes$nie wyréznionymi rozdziatami rozprawy. Dodatkowo do rozprawy, w formie
zatgcznika, dotgczona jest Procedura Badawcza PB-16 ,Oznaczenie jako$ciowe
patogenéw wywotujgcych mastitis w mleku metodg multiplex-PCR z detekcja

fluorescencyjng”, ktéra jest zasadniczym wynikiem realizacji niniejszego doktoratu.

Wstep

Wstep jest rozdziatem, ktéry zdecydowanie wyréznia sie spodréd wstepoéw do
doktoratow, ktére miatem okazje czytaé. Zamiast, jak to zwykle bywa, szeroko
opisanych poszczegoélnych zagadnien, czesto luzno zwigzanych z przedmiotem
rozprawy, tutaj mamy wstep, ktéry stanowi spojng cato$¢ dobrze wprowadzajgcy w
podejmowane zagadnienie. Poza dobrze zbalansowanym przedstawieniem ogélnego
tta badan, we wstepie znajdziemy przekonujgce uzasadnienie podejmowanych
badan, stan wiedzy w obszarze testédw mastitis, ich zalet i ograniczen oraz
charakterystyke najwazniejszych patogenéw wywotujgcych chorobe. Jedyne czego
mi zabrakto we wstepie jest podsumowanie, najlepiej graficzne, udziatu
poszczegolnych patogendw (czestosci) w przypadkach mastitis u bydta. Wiem, ze
opisywane sg te czestosci obserwowane w réznych badaniach ale brakuje mi

ogobinego podsumowania.



Cel pracy
Cel pracy zostat sprecyzowany jasno i jest adekwatny do przeprowadzonych badan

przedstawionych w kolejnych rozdziatach.

Materiatly i metody
Nie mam szczegdélnych uwag do tej czesci pracy. W czesci tej prawidtowo zostaty
opisane poszczegélne procedury oraz metody obliczania poszczegélnych

parametréw, wraz z uzasadnieniem przyjmowanych zatozen.

Wyniki

W tej czesci, w skrécie, mgr Hornik (i) przeprowadzit analize i wybér optymalne;j
metody izolacji DNA z mleka, (ii) przetestowat poszczegdlne amplikony, najpierw w
warunkach pojedynczych reakcji bez znakowania fluorescencyjnego a nastepnie w
warunkach multipleks i ze znakowaniem fluorescencyjnym, (iii) opracowat optymalne
warunki reakcji PCR oraz warunki elektroforezy kapilarnej w dwoch automatycznych
analizatorach kapilarnych ABI3130xI i ABI3500, (iv) na podstawie analizy kontroli
negatywnych wyznaczyt limit detekcji oraz limit oznaczalnos$ci dla poszczegoinych
kanatébw w obu wspomnianych analizatorach kapilarnych, oraz (v) dla kazdego
badanego amplikonu wyznaczyt poziom czuto$ci oraz zakres liniowosci. Wszystkie
analizy zostaty wykonane prawidtowo. Dopatrzytem si¢ tylko jednej drobnej
niescistosci w przypadku analizy zakresu liniowosci dla amplikonu mecA. Wydaje mi
sie, ze zakres liniowosci w tym przypadku moégtby byé szerszy niz wskazany i
wynosi¢ 25-250 kopii (zamiast 50-250 kopii). Jesli dobrze przeliczytem to dla zakresu
25-250 kopii warto$¢ R2 jest nawet nieco wyzsza, a ze wzgledu na wyzszg liczbe
stopni swobody korelacja w tym szerszym zakresie powinna by¢ réwniez duzo
bardziej istotna. Uwaga ta nie ma jednak wptywu na ostateczny wynik poniewaz oba
zakresy mieszczg sie w obrebie zatozonego progu R2.

Jedyne czego mi brakowato w tym rozdziale to przedstawienia przyktadowych
elektroforegramoéw dla poszczegélnych analiz. Takie przyktady znajdujg si¢ dopiero

w dotgczonej procedurze badawcze;.



Dyskusja

W rozdziale tym zostato przedstawione podsumowanie i interpretacja wynikéw. Nie
dopatrzytem sie w tym rozdziale ani w catej pracy zadnych nadinterpretacji. Podoba
mi sie, ze rozdziat ten nie zostat ,przegadany”, co czesto zdarza sie¢ w dyskusjach

doktoratéw. Rozdziat ten jest wrecz krétki. Odpowiada to jednak formie doktoratu.

Uwagi i pytania:
Poza drobnymi uwagami zgtaszanymi powyzej chciatbym Zzeby doktorant podczas
obrony odniést sie réwniez do nastepujgcych dwoch pytan.

1. Gdyby obecnie doktorant miat podjg¢ sie opracowania testu genetycznego na
mastitis to czy, w $wietle zdobytych doswiadczen, zmienit by co$ w
procedurze, i jesli tak to dlaczego?

2. Jaki jest zakres stosowania opracowanej procedury? W jakim stopniu
opracowany test moze by¢ stosowany w diagnostyce mastitis w innych

gatunkach czy innych obszarach geograficznych, np. w Azji czy Afryce?

Podsumowujac, na podstawie przedstawionej dokumentacji uwazam, ze praca
zostata zrealizowana prawidtowo i postawiony cel zostat osiggniety. Uwazam, ze
opracowany test spetnia kryterium testu genetycznego i bedzie mogt byc
zastosowany w realnej diagnostyce mastitis. Wstep pracy mogtby z tatwoscig

postuzy¢ do przygotowania arytykutu przegladowego.

W zwigzku z powyzej przytoczonymi argumentami jestem przekonany, ze ztozona
rozprawa spetnia wszystkie warunki rozprawy doktorskiej i spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim, zawarte u ustawie z dn. 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2017 r. poz. 1789, z p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do
Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr Bartosza Hornik do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
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