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pt. ,Biofilmy w produkcji zywnosci i rola bakteriofagéw w ich eradykacji”.

Praca doktorska wykonana w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Waldemara Rymowicza

W dobie rosngcej opornosci bakterii na $rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz réznych
strategii przetrwania jakie przejawiaja bakterie tworzace biofilmy, poszukiwanie
alternatywnych metod eradykacji biofilméw jest waznym i aktualnym nurtem badawczym.
Bakterie, majace zdolnos¢ wytwarzania biofilméw, pojawiajacych sie takze w procesie
produkcji zywnosci, przysparzaja nie tylko probleméw technologicznych, ale takze
stanowig potencjalne zagrozenie dla zdrowia personelu i konsumentéw. W tym kontekscie
podjeta przez Doktoranta tematyke badawcza uwazam za wazng spotecznie i mogacg mieé
potencjalne zastosowania aplikacyjne w produkcji Zywnosci.

Przedstawiona do recenzji praca ma ukiad typowy dla eksperymentalnych prac
doktorskich. W pracy Autor wyréznit takie rozdziaty jak: Streszczenie, Abstract, Wstep,
Cele i zatozenia, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski, Bibliografie oraz Wykaz
skrotow.

Cele jakie postawit sobie Doktorant sg istotne nie tylko z poznawczego punktu
widzenia, ale dotycza takie aspektéw praktycznych mogacych mieé bezposrednie
znaczenie w procesie produkcji zywnosci tj. jaj i tuszek drobiowych. W ramach pracy
doktorskiej mgr inz. Pawel Korzeniowski postanowit sprawdzié¢ skutecznos$é¢ dziatania
bakteriofagéw wobec biofilméw tworzonych przez Salmonella Enteritidis oraz Escherichia
coli na powierzchniach biotycznych i abiotycznych w warunkach in vitro oraz skuteczno$é
dziatania koktajli bakteriofagowych wobec biofilméw testowanych bakterii na powierzchni
poidet dla drobiu w modelu eksperymentalnie zakazonych zwierzat. Badania ujete w pracy
dotycza kontekstu produkcji zywnosci (jaj, tuszek drobiowych), co ma odniesienie do
waznych zagadnien zdrowa publicznego. O ile zasadniczo tematyka podjeta w niniejszej
rozprawie (biofilmy pateczek Sa/monella, E. coli, fagoterapia) jest podejmowana takze

przez innych autoréw, to kontekst badania dotyczacy skutecznosci wobec testowanych
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bakterii, bakteriofagéw, scharakteryzowanych uprzednio przez Zespdt badaczy z
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, jest waznym elementem nowosci w tej pracy
i kontynuacja prowadzonych badan. Gtéwne cele pracy dotyczyly dziatania bakteriofagow
wobec biofilméw bakterii tworzonych na powierzchniach biotycznych i abiotycznych, w tym
na powierzchni poidet dla drobiu. Cele postawione w pracy doktorskiej zostaty przez
Doktoranta zrealizowane,

Wstep jest wprowadzeniem do eksperymentalnej czesci pracy. Doktorant omawia
w nim zakazenia cztowieka oraz drobiu pateczkami Salmonella Enteritidis, charakteryzuje
pozajelitowe, patogenne Escherichia coli. Doktorant omawia takze aktualne problemy
lekoopornosci bakterii izolowanych od drobiu, w tym lekoopornosci pateczek Sal/monella
oraz E. coli. W czeéci teoretycznej Doktorant dokonuje charakterystyki bakteriofagdw,
takze w ujeciu badan historycznych oraz ich budowy czy cykli replikacyjnych. Doktorant
omawia réwniez zagadnienia biofilmu bakteryjnego, uwzgledniajac biofilm pateczek S.
Enteritidis i E. co/i patogennych dla drobiu. Ostatni rozdziat Wstepu traktuje o zdolnosci
bakteriofagéw do eradykacji biofilmu.

Pytania i uwagi do teoretycznej czesci pracy:

* Prosze o doprecyzowanie jakie jednostki chorobowe u ludzi moze powodowaé
zakazenie S. Enteritidis? Autor nie wspomina w opisie o salmonelozie.

= Jakie struktury komérkowe u Sa/monella ma Doktorant na mysli, piszac na stronie
14: ,Pateczki (..) posiadajg na swojej powierzchni antygeny ztozone z 3-4
monomerédw cukrowych mannozy, ramnozy i galaktozy pofaczonych z lipidami
btonowymi”? Opis wydaje sie sugerowac, iz dotyczy btony zewnetrznej, ale Autor w
tekscie wspomina o btonie komoérkowej. Prosze o doprecyzowanie.

* W rozdziale przedstawiajgcym cykle replikacyjne bakteriofagdw, Autor pisze, iz
bakteriofagi wiaza sie z réznymi strukturami obecnymi na powierzchni komérek i
wymienia wici u bakterii. Mysle, ze jest to oczywiste niedopatrzenie, gdyz bakterie
wytwarzajg rzeski, a nie wici.

= Prawidlowa nazwa gatunkowa to Enterobacter cloacae.

Rozdziat Materiaty i metody zasadniczo, od strony formalnej, jest dobrze przygotowany.
Doktorant przedstawit liste wykorzystanej w badaniach aparatury, podiéz
mikrobiologicznych, informacje o wykorzystanych w badaniach szczepach bakterii oraz
bakteriofagach. W metodycznej czesci pracy Doktorant przedstawit opis namnazania
bakterii, namnazania bakteriofagéw, metode ustalania miana bakteriofagéw, oznaczania

ich liczby z wykorzystaniem metody plytek dwuwarstwowych. Przeprowadzone zostaty
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takze testy stabilnosci bakteriofagdw w srodowisku o réznych wartosciach pH. Interesujacy
byt eksperyment dotyczacy badania stabilnosci bakteriofagow w warunkach imitujgcych
sok zotadkowy, czy wptyw konkretnej paszy dla drobiu na aktywnos¢ bakteriofagow.
Tworzenie biofilmu bakteryjnego, a nastepnie jego ograniczanie poprzez dziatanie
bakteriofagéw, na powierzchni ptytek polistyrenowych badano z wykorzystaniem fioletu
krystalicznego. Doktorant badat tworzenie biofilmu bakteryjnego na powierzchni stali
nierdzewnej oraz na powierzchni lisci sataty, a takze jego eliminacje przez zastosowane
bakteriofagi. Ciekawy eksperyment dotyczyt badan nad eliminacjg biofilmu S. Enteritidis
na powierzchni poidet dla drobiu w warunkach in vitro. Zasadnicze elementy opisu
metodyki przedstawione dla bakterii z rodzaju Sa/monella zastosowano takze dla E. coli.
W tej czesci pracy do badan wigczono testy nad biofilmem tworzonym na powierzchni
miesa drobiowego i jego eradykacje przez bakteriofagi. Doktorant wykonat takze analize
statystyczng do przeprowadzonych badan. Nalezy podkresli¢, iz wykonujac zaplanowane
eksperymenty Doktorant wykazat sie dobrg znajomoscia technik z zakresu mikrobiologii
oraz obszaru nauk weterynaryjnych, a wykonana praca laboratoryjna, biorac pod uwage
konieczng liczbe powtérzen, byla czasochionna i wymagata dobrego przygotowania
bakteriologicznego.
Pytania i uwagi do Materiafow i Metod:
= W jakich warunkach byly sterylizowane podioza mikrobiologiczne? Tej informacji
nie odnajduje w tekscie rozdziatu.
=  Szkoda, ze Doktorant nie przygotowal dokumentacji fotograficznej dotyczacej
niektérych fragmentéw metodyki, np. badan z zastosowaniem poidet dla drobiu,
gdyz z mikrobiologicznego punktu widzenia ich ksztatt, a takze materiat z jakiego
sg wykonane, mogg mie¢ znaczenie dla interpretacji wynikéow bakteriologicznych
dotyczacych tworzenia biofilmdw.
» Czy Doktorant mégtby przedstawi¢ doktadniejszg charakterystyke wykorzystanych
w badaniach bakterii (Zrédlo pozyskania, ewentualna opornos¢ na s$rodki
przeciwdrobnoustrojowe)?
« W niektérych podrozdziatach metodyki jakg wykonywat Doktorant brakuje
odniesien literaturowych, czy sg to autorskie metody Doktoranta?
= Prosze o uzasadnienie wykorzystywania do badan nad biofilmami bakteryjnymi

jednej kolonii bakterii jako inoculum.

Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej sg ciekawe i daja podstawy do prac nad

praktycznymi zastosowaniami i wdrozeniami. Z tego punktu widzenia oceniam je jako




Wroctawski

)
\Y)
-t
>~
ol
2
c
D

WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEAD MIKROBIOLOGITI

ul. S. Przybyszewskiego 63

51-148 Wroctaw

tel. +48 71375 63 23
zmik@uwr.edu.pl | www.uni.wrec.pl

wartosciowe, wnoszace nowe dane do nauki i dajace podstawe do kontynuacji badan w
tym zakresie. Wyniki zostaly przedstawione czytelnie (tabele, wykresy), prezentuja kolejne
etapy badan w pracy doktorskiej. Chciatabym podkresli¢ bardzo obiecujace wyniki
otrzymane dla badani nad redukcjg liczby pateczek S. Enteritidis na powierzchni poidet dla
drobiu.

Whnioski z pracy Doktorant przedstawit w 6 punktach. Interesujace wyniki z punktu
widzenia praktycznych zastosowan dotyczyty zdolnosci bakteriofagéw UPWr_S1-5,
UPWr_S123, oraz UPWr_E1-4 i UPWr_E124 do eradykacji biofiiméw bakteryjnych
tworzonych na powierzchniach biotycznych i abiotycznych. Waznym wnioskiem, jest ten
wskazujacy, iz koktajl bakteriofagdw UPWr_S134 eliminuje pateczki Sa/monella Enteritidis
z wielogatunkowego biofilmu znajdujgcego sie na powierzchni poidet. Aplikacyjne
zastosowanie dotyczy takze wniosku ostatniego, w ktéorym Autor zaznacza, iz bakteriofagi
UPWr_E1-4 qograniczajg wzrost patogennych dla drobiu E. co/i na powierzchni migsa w
warunkach chlodniczych.

Pytania i uwagi do rozdziatu Wyniki:
= Czy znany jest Doktorantowi doktadny sktad zastosowanej do badan
wysokobiatkowej paszy i czy ten sktad madgt mie¢ wplyw na otrzymane wyniki
dotyczace miana bakteriofagéw? Czy zastosowang pasze w badaniu mozna uznac
jako ,typowo stosowang” w hodowli drobiu?

»  Wykres 19 zatytutowany jest: ,0gdlna liczba drobnoustrojéw powierzchni poidta dla

drobiu”, a z legendy mozna sie domyslac ze chodzi o liczbe S. Enteritidis?

» Czy Doktorant moze poréwnac dziatanie bakteriofagéw wobec biofilméw tworzonych

na powierzchni stali przez pateczki S. Enteritidis 327 lux oraz E. col/i 158B lux?

» W eksperymencie dotyczacym eradykacji biofilmu tworzonego przez E. coli na

powierzchni miesa drobiowego, Autor zastosowat kontrole negatywna, a wzmianki
o tej kontroli nie odnajduje w wynikach.

= Mato czytelny jest wniosek drugi w pracy, ktéry odnosi si¢ w poczatkowej tresci do

pateczek Salmonella, natomiast w dalszej czesci tekstu wniosku pojawia sie

odniesienie do APEC, co wskazuje na E. coli?

Dyskusja jest ciekawa i zasadniczo dobrze poprowadzona, cho¢ zabrakio mi w niej
gtebszej refleksji Doktoranta nad otrzymanymi wynikami. Cze$¢ wynikéw zostata
przedstawiona w dyskusiji i zestawiona z wynikami innych autorow, brakuje jednak w tych
rozwazaniach pogtebionej interpretacji wtasnych, ciekawych wynikéw. Intersujace sg

badania dotyczace suplementacji drobiu bakteriofagami w warunkach hodowlanych. W
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przysziosci takie badania nalezatoby potaczy¢ z badaniami immunologicznymi drobiu po
podaniu bakteriofagéw, ze wzgledu na potencjalny, modulacyjny wplyw fagéw na uktad
odpornosciowy. Na takie aspekty Doktorant mégt zwrécié uwage w dyskusii.

Doktorant w dysertacji postuguje sie nomenklaturg specjalistyczng, mikrobiologiczna,
niemniej pojawiajg sie w pracy niezreczne stwierdzenia, bledy literowe czy stylistyczne.
Pewnie zastrzezenia budza stwierdzenia: ,najwiekszym rezerwuarem pateczek Sa/monella
Enteritidis na $wiecie jest hodowla drobiu”; ,degradacja mechanizméw obronnych”,
Lbiofilm zawierajacy APEC”, ,biofilm zawierajacy pateczki Salmonelia Enteritidis” - tutaj
raczej powinno by¢ stwierdzenie, iz ,biofilm tworzony jest przez pateczki”, ,(...) szczep E.
coli 0157:H7 obecny na powierzchni fileta kurczat zostat zredukowany o 97% przy pomocy
komercyjnego koktajlu bakteriofagéw”.

Podsumowujac catos¢ recenzji stwierdzam, iz mgr inz. Pawet Korzeniowski wykonujac
prace doktorska, wykazat sie umiejetnosciami z zakresu mikrobiologii, a wykonujac
odpowiednie eksperymenty, wyciggnat na ich podstawie prawidiowe wnioski. Praca jest
ciekawa, wnosi nowe informacje i obserwacje do dyscypliny nauki biologiczne. Wskazuje
na mozliwe praktyczne zastosowania bakteriofagéw w produkcji zywnosci i niewatpliwie
ma istotne aspekty aplikacyjne i praktyczne. Docenic¢ nalezy wybdr tematyki badawczej
oraz zakres zaproponowanych w pracy doktorskiej badan. Pragne zaznaczy¢, iz celem
moich uwag i pytan jest podjecie szerszej dyskusji z Doktorantem.

W konkluzji kohcowej stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska pt.
«Biofilmy w produkcji zywnosci i rola bakteriofagéw w ich eradykacji” mgr inz. Pawia
Korzeniowskiego spetnia warunki okreslone w art. 187 ust.1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023, poz.1668 ze zm.). Wnosze do
Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu o
dopuszczenie mgr inz. Pawta Korzeniowskiego do dalszych etapéw postepowania

doktorskiego w dziedzinie nauk sScistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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