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Ocena rozprawy doktorskiej mgr tukasza Kaczorowskiego zatytutowanej
,Opracowanie zestawu systemow do jakosciowej i iloSciowej diagnostyki
patogendw w mleku wywotujacych mastitis i genow lekoopornosci metodg real-
time PCR”

Niniejszg recenzje wykonatem jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade
Naukowa Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
Oceny dokonatem wedtug obowigzujgcych uregulowan prawnych na podstawie przekazanej mi
rozprawy doktorskiej.

Praca doktorska mgr tukasza Kaczorowskiego zostata wykonana w Katedrze Biotechnologii i
Mikrobiologii Zywnoéci Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod opiekg merytoryczng prof.
UPP dr hab. inz. Pawta Cyplika, petnigcego funkcje promotora w przewodzie doktorskim. W
macierzystym zespole od wielu lat prowadzone sy z sukcesem badania w rézinych obszarach
biotechnologii mikrobiologicznej, a oceniana praca wpisuje sie wtasnie w ten nurt badan.

Powaznym problemem hodowcéw bydta mlecznego jest powszechne wystepowanie u kréw
zapalenia wymienia, zwanego takie mastitis. Gtéwng przyczyng tej dysfunkcji jest infekcja
bakteryjna lub infekcja innymi mikroorganizmami, takimi jak algi czy drozdzaki, ale rowniez
mechaniczne uszkodzenia wymienia. Choroba powoduje wielomiliardowe straty u producentéw
mleka na catym $wiecie. Wiekszos¢ metod diagnostycznych w kierunku mastitis opiera sie na
prostym tescie liczebnosci komdrek somatycznych w mleku lub badaniu innych parametréw
fizykochemicznych i biochemicznych. Jednak najbardziej skuteczng metoda wykrywania mastitis jest
identyfikacja chorobotwdrczych mikroorganizmdw, co umozliwia na celowang terapie zwierzat. Ten
wiasnie obszar diagnostyczny stat sie podstawg sformutowania gtéwnego celu pracy doktorskiej,
jakim byto opracowanie i eksperymentalna walidacja czutej metody pozwalajgcej na szybka
identyfikacje jakosciows i iloSciowg wybranych drobnoustrojow wywotujgcych mastitis. Ponadto na
podstawie opracowanej metody doktorant chciat opracowaé procedure badawczg zgodng z
stosownymi wymogami jako$ciowymi.

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie z trzech gtéwnych czesci. Pierwsza to do$¢ obszerny,
liczacy blisko 30 stron, wstep omawiajgcy istniejgcy stan wiedzy w zakresie ogdlnej charakterystyki
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choroby i jej wptywu na gospodarke, etiologii mastitis oraz stosowanych metod diagnostycznych.
Cze$¢ ta napisana jest w sposdb kompetentny i informatywny, chociaz pewne watki mogtyby by¢
nieco rozwiniete. Drugg cze$é pracy stanowi prawidtowo i jednoznacznie nakreslony cel badawczy.
Trzecim i najbardziej obszernym elementem jest drobiazgowy opis zasadniczej czesci pracy,
rozpoczynajacy sie przedstawieniem metodyki badawczej, a konczacy sie doktadnym opisem i
krétkim przedyskutowaniem uzyskanych wynikéw. Jest to tradycyjny ukfad rozprawy, pozwalajgcy
na przedstawienie spdjnej narracji z logicznym podziatem tresci.

Celem pierwszej czesci pracy byto poréwnanie kilku metod izolacji DNA z mleka. Ta czes¢ pracy
zostata zrealizowana minimalistycznie i jedynym poréwnywanym parametrem byfa catkowita ilo$¢
izolowanego DNA, bez krytycznego odniesienia sie do celu projektu, jakim jest identyfikacja
réznigcych sie wielkoscig, czesto niewielkich drobnoustrojow. Nie dowiadujemy sie zatem jak te
metody sprawdzityby sie w uzyskiwaniu DNA z préb mleka zawierajgcych rézne modelowe
mikroorganizmy. Mozna sie bowiem spodziewaé, ze udziat procentowy DNA potencjalnych
patogendéw bedzie znaczgco rézny dla porownywanych metod, chocby ze wzgledu na rézny ich
rozmiar, a tym samym rdézng statg sedymentacji. Szkoda tez, ze tak uzyskane probki DNA nie
postuzyty do przetestowania zestawdw diagnostycznych opisanych w dalszej czesci pracy.

Ze wzgledu na brak wskazania podstaw wyboru stosowanych metod izolacji DNA chciatbym
aby na publicznej obronie Doktorant odnidst sie do trzech watkéw.

(1) Dlaczego w dwdéch metodach (wariant 2 i 3) zastosowano w pierwszym kroku wirowanie
przy odpowiednio 1000 i 2300 g, co moze spowodowac nieréwnocenng izolacje réznych klas
komoérek. Na pewno oczyszczg sie wéwczas dobrze komérki somatyczne, ale czy réwniez
wszystkie badane patogeny?

(2) Inng zagadka wymagajaca wyjasnienia jest to, ze uzyskano znacznie wiekszg wydajnosé
izolacji DNA metoda pierwszg. Z 300 mikroL mleka (bez uprzedniego etapu wirowania)
wyizolowano ostatecznie prawie tyle samo DNA co z 10 mL mleka metodami drugg i trzecia,
wykorzystujgcymi wirowanie. Ponadto jak mozna wyttumaczy¢ fakt, ze w niektérych
probkach (np. 6 i 8) ilos¢ uzyskanego DNA byta istotnie mniejsza, bez wzgledu na
zastosowang metode izolacji?

(3) Na rysunku 2 nie przedstawiono wynikdw analizy statystycznej. Dlatego tez nie jest
uprawnione stwierdzenie przedstawione na str. 43, ze ,,... najlepsze wyniki uzyskano dla ...”.
Raczej powiedziatbym na tej podstawie, ze trzy metody (wariant 1, 2 i 3) pozwolity na
uzyskanie podobnej ilosci DNA. Ponadto na rysunku 2 nie podano jednostek, w jakich
wyrazone jest stezenie (opis osi 0Y). Tg informacje mozna jednak znalez¢ w opisie Tabeli 2.

W drugiej czesci pracy Doktorant przedstawit wyniki dotyczgce projektowania i eksperymentalnego
walidowania zestawdw pozwalajgcych na jakosciowq i ilosciowa detekcje specyficznych patogendow
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w oparciu o analizy PCR prowadzone w czasie rzeczywistym (qPCR), z wykorzystaniem znakowanych
fluorescencyjnie sond oligonukleotydowych typu TagMan. Takie podejscie pozwala na
zastosowanie multipleksowania, a jednoczes$nie wykorzystujac sondy typu TagMan zwieksza
specyficznos¢, ale rowniez czutos¢ metody. Patogeny zostaty starannie wybrane na podstawie
dogtebnej analizy Zrédet literaturowych. Zostaty zatem ostatecznie zaprojektowane i
zoptymalizowane zestawy multipleksowe pozwalajg na wykrywanie nawet niewielkich ilosci DNA
patogendw, najczesciej przy dolnej granicy czutosci w zakresie 10 lub 100 kopii DNA na reakcje.
Metoda dla wiekszosci testow cechuje sie wysokg powtarzalnoscig, odtwarzalnoscig i precyzja.
Wykonano réwniez wtasciwie zaplanowany test specyficznosci dla opracowanych multiplekséw z
wykorzystaniem wzorcowego DNA drobnoustrojéw. Ten cel pracy doktorskiej zostat w petni
zrealizowany.

Ze wzgledu na pewne niescistosci w opisie stosowanych metod chciatbym jednak aby na
publicznej obronie Doktorant odnidst sie do dwdch kwestii.

(1) W rozdziale 3.6. nie podano metody oczyszczania lub szacowania czystosci zamdwionych
czasteczek DNA, stuzgcych jako matryce do iloSciowych analiz PCR pozwalajacych na
okreslanie liczby kopii DNA. Jesli syntetyzowany DNA nie podlegat oczyszczaniu np. przez
HPLC, to czy sprawdzano czystos¢ DNA innymi metodami. Synteza chemiczna, zwtfaszcza tak
dtugich czastek DNA, nigdy nie przebiega z wysokg wydajnoscia. Zawsze uzyskujemy
heterogenng populacje czasteczek, w wiekszosci nie petnej dtugosci (bez miejsca
komplementarnego do starteréw). Woéwczas automatyczne przeliczenie na liczbe kopii
czastek petnej dtugosci jest bardzo problematyczne. Ponadto nie opisano jak zaplanowane
syntetyczne  DNA majg sie do lokalizacji starteréw (innymi stowy czy startery
komplementarne sg bezposrednio do korcéw syntetycznych DNA i jak dtugie byty te
syntetyczne DNA)? Szkoda, ze sekwencje te nie zostaty przedstawione w zatgczniku.

(2) Czy wszystkie zamowione, certyfikowane wzorce DNA byty wzgledem siebie podobne — czy
byty to zawsze izolaty DNA z patogendéw? Jak obliczano liczbe kopii na podstawie stezenia
wyrazonego w ng/mikrol, a jak gdy wartos¢ stezenia nie zostata podana przez producenta?

Trzecim celem postawionym w rozprawie doktorskim bylo stworzenie procedury
badawczej zgodnej z wymogami systemu jakosci Instytutu Genetyki Sadowej sp. z 0. o (IGS) w
Bydgoszczy. Procedura ta stanowi integralng czes¢ rozprawy - zatgcznik 2. Ten cel zostat w petni
zrealizowany. Przeprowadzone badania pozwolity na przygotowanie procedury badawczej PB-17 w
kierunku identyfikacji jakosciowej i iloSciowej 20 drobnoustrojéw wywotujgcych mastitis oraz trzech
genow lekoopornosci bakterii. Wdrozenie takiej zgodnej z normg procedury pozwoli na istotne
zwiekszenie portfolio ustug IGS. Ustuga moze by¢ oferowana zaréwno matym jak i duzym
producentom mleka w kraju ze wzgledu na szerokie spektrum badanych drobnoustrojow i
relatywnie niewielki koszt analizy pojedynczej prébki.
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Z dogtebnej analizy wszystkich elementéw rozprawy doktorskiej jasno wynika, ze mgr tukasz
Kaczorowski w sposdb poszerzony przestudiowat zagadnienia dotyczace etiologii oraz podstaw
diagnostyki mastitis, gtdwnie w kontekscie ilosciowej metody identyfikacji mikroorganizmoéw z
zastosowaniem metody PCR w czasie rzeczywistym. Chcac jak najlepiej zrealizowac zatozone cele,
doktorant zaplanowat logiczny cigg poszczegdlnych etapdw badan. Wyjatkiem jest brak krytycznego
przedstawienia optymalnej metody izolacji DNA dla osiggniecia gtdwnego celu projektu. Pokazat
jednak, ze potrafi w sposéb kompetentny skorzysta¢ ze odpowiedniego narzedzia badawczego,
interpretujac najczesciej w sposdb wtasciwy uzyskane wyniki. Jak wspomniatem powyzej w kilku
przypadkach na podstawie przedstawionych w rozprawie wynikdw wycigganie wnioskéw byto nie
do konca uprawnione, albo w petni uprawnionym bytoby, gdyby Doktorant przedstawit nieco
szczegotowiej pewne watki metodyczne pracy. Dyskusja obserwacji eksperymentalnych
przeprowadzona zostata w wystarczajgcy sposob, chociaz niektére elementy mozna by przedstawic
w nieco szerszym kontekscie. Praca doktorska odpowiada na wazne wyzwanie z obszaru diagnostyki
zwierzat hodowlanych. Wskazane powyzej uchybienia i watpliwosci interpretacyjne nie wptywajg w
istotny sposdb na mojg pozytywng ocene rozprawy.

Whioski koncowe

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa mgr tukasza
Kaczorowskiego spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z
pozniejszymi zmianami). Uwazam, ze Doktorant wykazat sie wiedzg teoretyczng z zakresu
prowadzonych przez siebie badan. Udowodnit, ze potrafi rozwigza¢ problem naukowy poprzez
odpowiednie zaplanowanie badan, wykonanie doswiadczen oraz interpretacje ich wynikéw. Uzyskat
istotne wyniki, poprawnie je opisat i wyciggnat uprawnione wnioski. Dlatego tez z petnym
przekonaniem zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i
Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie mgr tukasza Kaczorowskiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego i popieram wniosek o nadanie mu stopnia naukowego
doktora.
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