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Poznan, dnia 26.10.2021 r.

Dr hab. inz. Daniela Gwiazdowska, prof. UEP
Katedra Przyrodniczych Podstaw Jakosci
Uniwersytet Ekonomiczny w Poznaniu

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. tukasza Kaczorowskiego
pt.: ,,Opracowanie zestawu systemoéw do jakosciowej i ilosSciowej diagnostyki patogenéw
w mleku wywotujacych mastitis i genéw lekoopornosci metodg real-time PCR”
napisanej w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
na Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
pod kierunkiem prof. dr hab. Pawta Cyplika

Recenzja zostata przygotowana na podstawie pisma z dnia 01.10.2021 wystosowanego przez
Dziekana Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Paniq prof. UPP dr hab. Bozene Danyluk.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska powstata w wyniku realizacji konkursu w
programie MNiSW ,Doktorat wdrozeniowy”, a jej celem byto opracowanie i walidacja
metody do wykrywania i analizy iloSciowej wybranych mikroorganizméw patogennych
odpowiedzialnych za mastitis u bydta, wykorzystujgc w tym celu technike real-time PCR.
Zapalenie wymienia, czyli mastitis to jedna z najczesciej wystepujgcych chordb bydta o
zasiegu globalnym, w wiekszosci przypadkéw wywotywana przez infekcje bakteryjne. Ze
wzgledu na réznorodnos$é mikroorganizméw odpowiedzialnych za chorobe, dokonuje sie
podziatu na mastitis zakazne i Srodowiskowe, a z kolei w obrebie zapalerh wywotanych przez
patogeny wyrdznia sie réine postaci uwzgledniajgce objawy, jak postaé kliniczna,
przedkliniczna i przewlekta. Choroba pocigga za sobg ogromne straty ekonomiczne,
wynikajgce z obnizonej wydajnosci produkcji, obnizonej jakosci mleka, przedwczesnego
brakowania kréw, a takze kosztéw zwigzanych z rozpoznaniem i leczeniem. Koszty te, jak
podkreslit Autor, sg trudne do oszacowania i mogg sie rézni¢ pomiedzy krajami czy nawet
regionami danego kraju.

Zaréwno ze wzgledéw ekonomicznych, jak i bioragc pod uwage dobrostan zwierzat
diagnostyka mastitis powinna byc¢ szybka i doktadna, aby umozliwi¢ wczesne wykrywanie
zapalenia wymienia w celach terapeutycznych. Poniewaz najskuteczniejszym sposobem
leczenia jest terapia celowana, konieczne jest stosowanie metod, pozwalajgcych na wykrycie
mikroorganizmu, odpowiedzialnego za infekcje. Zainteresowania Autora pracy
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skoncentrowaty sie na wykorzystaniu metody real-time PCR czyli reakcji PCR z analizg
przyrostu ilosci produktu w czasie rzeczywistym. Jest to technika jako$ciowo- -ilosciowa
o duzej specyficznosci i wysokiej czutosci. Techniki analityczne wykorzystujgce amplifikacje
DNA w faricuchowej reakcji polimerazy stajg sie coraz bardziej powszechne jako narzedzie do
rutynowych badan laboratoryjnych i, jak podkreslit Autor, sg standardem molekularnej
identyfikacji patogenéw. Na rynku dostepne s3 wprawdzie zestawy diagnostyczne PCR do
wykrywania mastitis, jednak istnieje koniecznos¢ uwzgledniania w testach szerszego zakresu
patogendw, nie tylko tych dominujgcych w zakazeniach.

Formalna oceny pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 123 strony, nie liczgc zatgcznikow.
Struktura pracy jest typowa dla prac o charakterze empirycznym, z uwzglednieniem podziatu
na cze$¢ literaturowag oraz doswiadczalng. Czes¢ literaturowa, zatytutowana: ,Wstep”
obejmuje 7 podrozdziatéw i liczy 28 stron, natomiast cze$¢ doswiadczalna zawierajgca cele
pracy, metodyke badan, opis wynikow, dyskusje, podsumowanie i wnioski obejmuje 67 stron.
Spis literatury obejmuje 213 pozycji, w tym gtéwnie publikacje obcojezyczne. Ponadto, w
pracy znajdujg sie 23 tabele i 27 rysunkéw. Na koricu pracy znajdujg sie zatgczniki, zawarte
na 29 stronach.

Merytoryczna ocena pracy

Czes¢ literaturowa pracy stanowi wprowadzenie do podjetej problematyki, w ktérym Autor,
w kolejnych rozdziatach, przedstawia charakterystyke zapalenia wymienia, opisuje straty
ekonomiczne spowodowane wystgpieniem choroby, a nastepnie skupia sie na etiologii,
charakterystyce mikroorganizméw odpowiedzialnych za jej rozwéj i metodach wykrywania
mastitis. Zagadnienia przedstawione w tej czesci pracy s utozone w logicznej kolejnosci i
wtasciwie dobrane, stanowigc tym samym dobre wprowadzenie do czesci doswiadczalne;j.
Autor wykazat sie przy tym znajomoscig krajowego oraz swiatowego dorobku naukowego w
realizowanej tematyce.

Czes¢ literaturowa skupia sie przede wszystkim na etiologii zapalenia wymienia i
charakterystyce mikroorganizmdéw, ktére s3 odpowiedzialne za chorobe. Podziat
mikroorganizmdéw na patogenne i srodowiskowe, zwtaszcza w Swietle aktualnych danych
literaturowych, wskazujacych na rosnacy udziat tych drugich w wywotywaniu choroby, jest
jak najbardziej uzasadniony.

Uwazam jednak, ze w tym zwartym opracowaniu Autor modgt nieco szerzej przedstawié
problem strat ekonomicznych, zwigzanych z wystgpieniem zapalenia wymienia i w bardziej
przejrzysty sposob scharakteryzowac podziat na straty bezposrednie i posrednie. W opisie
dotyczacym poszczegdlnych przyczyn strat brakuje czesto informacji, jak duze moga one by¢,
zeby podkresli¢ wage problemu. Warto bytoby réwniez zwrdcié¢ uwage, ze wielkosé strat jest
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zwigzana z rodzajem/gatunkiem mikroorganizmu patogennego, fazy laktacji na poczatku
choroby i nasilenia infekcji. Ponadto, jezeli problem jest tak aktualny, to dlaczego cytowane
sg tylko przyktadowe koszty z roku 2002? W literaturze mozna znalez¢ wiecej przyktadéw z
réznych krajéw, rowniez bardziej aktualnych.

Istotne z punktu widzenia realizacji doktoratu wdrozeniowego jest przedstawienie metod
wykrywania zapalenia wymienia, poczagwszy od najbardziej popularnej i najprostszej metody
okreslenie liczby komdrek somatycznych, poprzez testy biochemiczne, az do identyfikacji
mikroorganizmow z wykorzystaniem techniki MALDI-TOF i r6znych odmian PCR. W tej czesci
najbardziej brakuje mi rzetelnego okreslenia zalet i wad wszystkich metod. W opisie mozna
znalez¢ wprawdzie wady niektérych omawianych metod, jednak zostaty one zupetnie
pominiete w opisie reakcji PCR. Biorgc pod uwage, ze praca doktorska ma silny nacisk na
opracowanie metody, pozwalajacej na wykrycie i ilosciowe oznaczenie czynnika
odpowiedzialnego za chorobe, warto bytoby zrobi¢ takie zestawienie, ktére w czytelny
sposdb pokazatoby przewage wybranej przez Autora metody. Szczegdlnie wazne wydaje mi
sie odniesienie do metody MALDI-TOF, ktéra w ostatnich latach coraz czesciej jest
wykorzystywana do identyfikacji mikroorganizmdéw, réwniez tych, odpowiedzialnych za
zapalenie wymienia.

Podsumowujgc, mimo powyzszych uwag, tresci zawarte w czesci literaturowej wpisujg sie w
uzasadnienie podjetych badan, dlatego nalezy uzna¢ wybér tematu pracy przez Doktoranta
za uzasadniony z naukowego, poznawczego i aplikacyjnego punktu widzenia.

Cele pracy: naukowy i wdrozeniowy zostaty sformutowane w sposéb jasny, chociaz nie w
petni korespondujg z tytutem pracy. W tytule podkreslona jest jakosciowa i ilosciowa
diagnostyka, podczas gdy w celach nacisk zostat potozony wytgcznie na analizy ilosciowe.
Brakuje natomiast hipotez, ktdére w pracy naukowej powinny zosta¢ sformutowane i
weryfikowane w oparciu o uzyskane wyniki.

Materiafy i metody badan zostaty opisane w sposdb wyczerpujacy, jednak uwazam, ze
sposob opisania poszczegdlnych zadan powinien byé typowo metodyczny z pominieciem
dodatkowych opiséw jak np. charakterystyka narzedzia Primer-BLAST czy dodatkowe
wyjasnienia w opisie poboru probki mleka. Przeniesienie obszernej tabeli zawierajgcej
sekwencje starterow oraz sond do zatgcznika 1 uwazam za uzasadnione, jednak w metodyce
brakuje odniesienia do tej listy. Informacja ta pojawia sie dopiero w omoéwieniu wynikow.
Ponadto, Autor wspomniat w metodyce, ze czes¢ sekwencji starterow i sond zostata
zaczerpnieta z danych literaturowych, a cze$¢ zaprojektowana samodzielnie. Uwazam, ze
zrédta literaturowe powinny by¢ podane, jednak w tabeli 1 w zatgczniku 1 nie znalaztam
takich informacji. Brakuje réwniez informacji czy tez charakterystyki znacznikdéw sond, ktére
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pojawiajg sie w tabeli 3 na str. 46. Wyjatek stanowi wzmianka o znaczniku przeznaczonym do
reakcji kontrolnej. W definicji liniowosci na str. 40 brakuje korica zdania.

Wyniki

Omowienie wynikéw zawiera sie w jednym rozdziale podzielonych na 5 podrozdziatow,
chociaz numeracja poszczegdlnych czesci jest niewtfasciwa (po punkcie 4.3. ponownie
pojawia sie punkt 4.1.i4.2.). Autor kolejno przedstawia rezultaty izolacji DNA z probek mleka
przeprowadzonej czterema metodami, optymalizacje reakcji PCR dla poszczegdlnych
zestawow multipleksowych oraz ich walidacje. W pierwszej czesci doswiadczen Autor
dokonat wyboru metody izolacji DNA z prébek mleka wraz z odpowiednim zestawem.
Modyfikacja procesu polegata na zwiekszeniu predkosci wirowania probki mleka na
poczgtkowym etapie procesu izolacji, co pozwolito na uzyskanie satysfakcjonujgcych
rezultatéw. Startery i sondy, ktére wykorzystano w badaniach, poddano ocenie pod
wzgledem ich specyficznosci oraz mozliwosci tworzenia wigzan primer-dimer i struktur
drugorzedowych przez odpowiednio dobrane narzedzia. Dodatkowo, wszystkie startery i
sondy zostaty przetestowane z wykorzystaniem odpowiednich wzorcow DNA. Autor
zaprojektowat nastepnie 6 zestawdw reakcji multipleksowych, w sktad ktérych wchodzity
reakcje wykrywania wybranych patogenéw lub patogendw i gendw opornosci na wybrane
antybiotyki. W kolejnym etapie poszczegdlne zestawy reakcji multipleksowych zostaty
zoptymalizowane. Przygotowanie materiatéw i optymalizacja warunkéow reakcji umozliwity
podjecie witasciwych badan, zmierzajgcych do walidacji poszczegdlnych zestawdw
multipleksowych. Walidacja zostata przeprowadzona zgodnie z zaleceniami przedstawionymi
w miedzynarodowej normie PN-EN ISO/IEC 17025:2017 ,0gdlne wymagania dotyczgce
kompetencji laboratoriow badawczych i wzorcujacych”. Autor poddawat walidacji
zaprojektowane zestawy reakcji oceniajgc ich specyficznos¢, wyznaczajgc limit detekeji (LOD),
limit oznaczalnosci (LOQ), liniowos¢, wydajnos¢ reakcji (Eff%), zakres roboczy, powtarzalnosé
i precyzje. Badania potwierdzity specyficzno$¢ poszczegdlnych reakcji przeznaczonych do
wykrywania mikroorganizmdw i opornosci na antybiotyki w zestawach multipleksowych, a
walidacja przebiegta pomysinie w przypadku 23 na 24 reakcje. Warunkow walidacji nie
spetnita reakcja wykrywania drozdzy Candida spp. Przeprowadzona na koncu reakcja
odtwarzalnosci, z wytgczeniem reakcji wykrywania Candida spp. data satysfakcjonujgce
rezultaty.

Czes¢ doswiadczalna jest spdjna, utozona w logiczny cigg i konsekwentnie, zgodnie z celem,
zrealizowana. Bardzo brakuje mi jednak na poczatku tego rozdziatu okreslenia planu badan
badZ przedstawienia schematu, ktdry w sposdb czytelny okreslitby zakres realizowanych
doswiadczen, tym bardziej, ze opis wynikow réwniez nie zawiera zadnego wprowadzenia.
Uktad doswiadczen nie jest skomplikowany, ale schematyczne przedstawienie kolejnych
krokow z zaznaczeniem wazniejszych informacji (przyktadowo: wybor starteréw i sond dla 21

al. Niepodlegtosci 10
61-875 Poznan

tel. +48 61 856 90 00
fax +48 61 856 90 00
NIP: 777-00-05-497
REGON 00000-1525

www.ue.poznan.pl



@ UNIWERSYTET
EKONOMICZNY

194826 [B2o02 it R e S |

X/ WPOZNANIU

mikroorganizméw, zaprojektowanie 6 reakcji multipleksowych, itd.) zdecydowanie
utatwitoby ogdlny poglad na catos¢ pracy i $ledzenie kolejnych etapdw. Jednak najwiekszym
mankamentem omodwienia wynikow jest oszczedna forma opisu. Autor, realizujgc kolejne
etapy doswiadczen, z reguty nie dodaje zadnych wyjasnied czy wprowadzenia, przez co,
momentami, praca przybiera forme raportu. Przyktadowo, wprowadzajgc modyfikacje do
metody izolacji DNA z probek mleka Autor mégt rozpoczac od krotkiej informacji, dlaczego
akurat takie a nie inne warianty zostaty wybrane. Z kolei w rozdziale dotyczacym walidacji
(4.2.2, powinien by¢ 4.5.2.) takie wprowadzenie mozna znalezé. Niektdére tego typu
informacje znalazty sie w metodyce, nie zawsze potrzebnie. Dodatkowo, Autor, chcac
prawdopodobnie unikngc¢ powtdrzen, w czesci wynikowej wspominat o tym, co zostato juz
zawarte w metodyce, zdawkowo, tracgc niekiedy sens wypowiedzi. Na przyktad doboér
poszczegdlnych reakcji w zestawach multipleksowych zostat wyjasniony w czesci
metodycznej, natomiast w czesci wynikowej informacja ta zostata na tyle skrécona, ze
wskazuje na inne kryterium wyboru. W czesci metodycznej Autor wyjasnit, ze
zaprojektowanie poszczegdlnych reakcji multipleksowych odbyto sie poprzez wykluczenie
mozliwych interferencji pomiedzy starterami i sondami. W czesci wynikowej jest mowa o
tym, ze klasyfikacji drobnoustrojow dokonano gtéwnie na podstawie wykluczenia ich
wzajemnych interakcji, co sugeruje, ze pod uwage brano interakcje pomiedzy
mikroorganizmami. Wedtug mnie niewtasciwe jest tu rowniez uzycie stowa klasyfikacja,
poniewaz Autor nie dokonywat klasyfikacji mikroorganizmow, a tylko dobierat poszczegdlne
zestawy starteréw dedykowanych wykryciu okreslonych bakterii lub genéw opornosci na
antybiotyki.

Czes¢ doswiadczalna mogtaby by¢ bardziej dopracowana pod wzgledem jezykowym i
redakcyjnym. Tabele przedstawiajgce wyniki walidacji zestawow reakcji multipleksowych
powinny by¢ opatrzone legendg, co nie zmuszatoby czytelnika do szukania wyjasnien w
tekscie (skroty NO i ND). Ze wzgledu na wielokrotne powtdrzenia podobnych tytutéow
poszczegdlnych etapow walidacji (Walidacja reakcji dla wykrywania ...itp.). Autor modgt
konsekwentnie stosowac jeden schemat zapisu zamiast wprowadza¢ rézne modyfikacje, nie
zawsze udane.

Podsumowujgc, pomimo wspomnianych uwag, omdwienie wynikow zostato
zaprezentowane w sposob uporzagdkowany i systematyczny, a wykorzystane przez Autora
metody pozwolity na zrealizowanie zatozonego celu oraz uzyskanie wynikéw o duzej wartosci
aplikacyjnej.

Dyskusja nie jest zbyt rozbudowana, obejmuje niecate 4 strony. W dyskusji Autor uzasadnia
wybor mikroorganizméw patogennych do projektowanej metody w oparciu o dane
literaturowe, a takze podsumowuje uzyskane rezultaty. Z punktu widzenia realizacji
doktoratu wdrozeniowego cenne jest odniesienie do oferty rynkowej w zakresie zestawow
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diagnostycznych, co pozwala tatwo pokazac przewage opracowanego przez Autora zestawu.
Z naukowego punktu widzenia brakuje mi jednak poréwnania z danymi literaturowymi. Stad
moje pytanie — czy Autor analizowat podobne procesy walidacji reakcji real-time PCR
dostepne w literaturze i poréwnywat z uzyskanymi wynikami?

Whioski opracowane sg w sposob dosc¢ nietypowy. Tylko niektére maja charakter typowych
whnioskéw wyptywajacych z przeprowadzonych doswiadczen, inne stanowig raczej efekty
pracy i plany ich wykorzystania. Autor mogt rozdzieli¢ te dwie kwestie poprzez wytgczenie

osobno uzyskanych efektow, co dodatoby przejrzystosci.

Uwagi
Tekst zostat przygotowany starannie, jednak Autor nie ustrzegt sie drobnych bteddéw, ktdore
nie obnizajg jednak wartosci merytorycznej pracy. Ponizej podaje kilka przyktadéw:

W czesci literaturowej Autor uzywa okreslen mikroflora (str. 7) lub flora bakteryjna
(str.23), ktore lepiej bytoby zastgpic okresleniem ,mikrobiota” lub ,,mikrobiom”.
Niekonsekwentne stosowanie formy zapisu nazw mikroorganizméw. W tytutach
rozdziatébw czy w wielu tabelach pominieto kursywe podajgc nazwy gatunkowe
mikroorganizmow, natomiast w tekscie kursywa wielokrotnie zapisana jest forma
staphylococci, ktéra z kolei powinna by¢ pisana bez kursywy, a najlepiej bytoby zastgpic¢
to stowo okresleniem gronkowce. Naduzywanie formy ,staphylococci” jest réwniez
przyczyng btedéw gramatycznych w niektérych zdaniach (np. na str. 11 ,na rzecz
patogendw z rodzaju Streptococcus oraz koagulazo-ujemnych staphylococci...”).
Rowniez skrot ssp. powinien by¢ pisany bez kursywy. Dodatkowo, w catej pracy, Autor
postuguje sie na przemian petnymi i skréconymi nazwami mikroorganizméw, a
wystarczytoby uzy¢ petnej nazwy tylko za pierwszym razem.

Niekonsekwentne ttumaczenie skrotéw. Niektore skroty sg wyjasnione, inne nie. Na
przyktad, skrot CNS, pojawiajacy sie po raz pierwszy na str. 17 czy MGE na str. 20 nie
zostaty rozwiniete, natomiast skrot NDM jest wyjasniony.

Wielokrotnie powtarzane, w réznych wersjach, tytuty fragmentéw pracy dotyczacych
walidacji poszczegdlnych reakcji powinny by¢ uproszczone np. ,Walidacja reakcji
wykrywania genu ...”, bez stowa ,dla” w srodku.

W pracy pojawiaja sie drobne btedy literowe lub skroty myslowe

Podsumowanie
Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana

magistra tukasza Kaczorowskiego pt. Opracowanie zestawu systemow do jakosciowej i

ilosciowej diagnostyki patogendw w mleku wywotujgcych mastitis i gendow lekoopornosci
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metodg real-time PCR” miesci sie w zakresie dyscypliny naukowej technologia zywnosci i
zywienia. Autor wykazat umiejetnos¢ korzystania z dotychczasowego dorobku nauki w
przedmiotowym zakresie badan. Czes¢ doswiadczalna pracy zostata poprawnie zaplanowana
i konsekwentnie zrealizowana przy wykorzystaniu odpowiednio dobranych metod
badawczych, co wskazuje na odpowiednig wiedze merytoryczng i swobode poruszania sie w
obszarze interesujacej Doktoranta tematyki. Zatozony cel pracy zostat osiggniety, a uzyskane
wyniki majg wartos¢ aplikacyjng. Pod wzgledem merytorycznym prace oceniam wysoko, a
wspomniane wczes$niej btedy jezykowe czy niefortunne sformutowania nie wptywajg na
wartos$¢ naukowa i aplikacyjng pracy.

Po zapoznaniu sie z przedstawiong do oceny rozprawg doktorskg mgr tukasza
Kaczorowskiego stwierdzam, ze w petni spetnia ona wszelkie wymogi formalne stawiane tego
typu opracowaniom zgodnie z art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14.03.2003 (Dz. U. Nr 65, poz 595
z pdzniejszymi zm.) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr
tukasza Kaczorowskiego do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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