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Przedstawiona do recenzji dysertacja mgr inz. Michata Jakuba Wojcickiego
zatytutlowana ,,Wykorzystanie potencjatu bakteriofagéw w biokontroli wybranych bakterii z
rzedu Enterobacterales wystepujacych w tancuchu zywnosciowym™ ma posta¢ cyklu pieciu
publikacji powigzanych tematycznie. Jest on zgodny z wymaganiami art. 187 ust. 3 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i1 nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 ze zm.),
przygotowany w trybie eksternistycznym, o ktérym mowa w art. 197 pkt 2 Ustawy. Prace
zawarte w ocenianym cyklu zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR w latach 2021-
2023. Cztery z publikacji to prace oryginalne opublikowane w: Int. J. Mol. Sci. (IF 6,208 1 140
pkt MEiN), Viruses (IF 4,7, 100 pkt MEIN), Pathogens (IF 3,7, 100 pkt MEIN) oraz w Int. J.
Mol. Sci. (IF: 5,6, 140 Pkt MEiN) oraz jedna praca przegladowa opublikowana w Pathogens
(IF: 4,531, 100 pkt MEiIN). Sumaryczna wartos¢ ich IF wynosi 24,739 oraz sumaryczna wartos¢
Punktacji Ministerialnej (pkt MEiN) wynosi 580.

We wszystkich publikacjach sktadajacych si¢ na cykl, bedacy podstawa rozprawy,
Doktorant jest pierwszym Autorem. Warta podkreslenia jest rOwniez pozycja mgr inz. Michata
Woéjcickiego jako autora korespondencyjnego w trzech publikacjach skladajacych sie na
rozprawe doktorskg, co wskazuje na znaczacy 1 wiodacy udzial Doktoranta zaréwno w
projektowaniu i wykonaniu badan jak i przygotowywaniu manuskryptow wskazanych
publikacji. Jednoczesnie sktad autorski tych publikacji wskazuje na duze wsparcie 1
wspoldziatanie zespotu badawczego w realizacji badan, ktérych wyniki zawarte sg w niniejszej
rozprawie doktorskiej.

Dysertacja liczy tacznie z pismiennictwem 381 stron i posiada tradycyjny uktad dla tego
typu rozpraw doktorskich: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis tresci, wstep,
wykaz zastosowanych skrétow, wykaz publikacji wehodzacych w skiad pracy doktorskiej,
przeglad pismiennictwa, cele, hipotezy badawcze cel i zakres pracy, materialy i metody,
oméwienie wynikow przedstawionych do ocen, stwierdzenia i wnioski, spis literatury oraz
aneks w sklad ktérego wchodza publikacje stanowigce rozprawe doktorska oraz oswiadczenia
dot. wktadu wspoétautorow w publikacje wchodzace w sktad cyklu, wykaz pozostalych
osiggnie¢ naukowych Doktoranta oraz zgoda na udostgpnienie pracy w bibliotece.
Podsumowujgc, uktad recenzowanej dysertacji jest zgodny z normami przyjetymi dla tego typu
opracowan. Do dokumentacji rozprawy dotaczone sa o$wiadczenia wspétautorow
opublikowanych prac oraz Doktoranta, w ktorych szczegdtowo opisano wkiad w prace bgdace
przedmiotem w/w rozprawy, ktére jednoczesnie jednoznacznie wskazujg na znaczacy wkiad
Kandydata w opracowanie koncepcji przeprowadzonych badan, wykonywanie czgsci
badawczej, opracowanie i interpretacje wynikow oraz przygotowanie publikacji naukowych
sktadajacych sie¢ na cykl publikacji powiagzanych tematycznie i bgdacych przedmiotem
rozprawy doktorskiej. Rozprawa spehia kryteria formalne (art.187) Ustawy z dnia 20 lipca
2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2020 poz. 85 z p6zn. zm.).

Doktorant przejrzyscie i rzeczowo precyzuje w Autoreferacie cel pracy, jako oceng
mozliwosci wykorzystania bakteriofagéw litycznych w biokontroli Zywnos$ci minimalnie
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przetworzonej pochodzenia rodlinnego. Ponadto formutuje cele szczegdlowe, ktore
systematyzuja i porzadkuja schemat badawczy Doktoranta i stanowia je:

1. Genetyczna identyfikacja i klasyfikacja wybranych szczepéw bakterii z rzedu
Enterobacterales wyizolowanych z taficucha zywnosciowego.

2. Okreslenie profili opornosci na wybrane antybiotyki oraz mechanizméw
antybiotykoopornosci pateczek z rzedu Enterobacterales.

3. Okreslenie aktywno$ci wyizolowanych bakteriofagéw oraz zakresu bakteryjnych
gospodarzy.
4. Analiza morfologiczna i charakterystyka genomiczng wytypowanych bakteriofagow.

5. Ocena skutecznosci koktajlu bakteriofagowego w poprawie jakosci mikrobiologicznej
wybranych minimalnie przetworzonych matryc zywnosciowych.

Zatozenia i metody pracy, dobér technik badawczych i analiza uzyskanych wynikéw nie budza
zastrzezen. Doktorant wykazat sie znajomoscig zaawansowanych technik mikrobiologicznych,
mikroskopii elektronowej oraz biologii molekularnej. Warsztat technik jest wywazony,
zapewnia uzyskanie jednoznacznych wynikéw przy przyjetych metodach walidacji i
weryfikacji. Swiadczy o duzej wiedzy Doktoranta oraz odpowiedzialnosci naukowej. Dane
doswiadczalne s starannie udokumentowane i opisane. Pi$miennictwo wskazane w
Autoreferacie obejmuje 214 pozycji bezposrednio zwigzanych z tematyka pracy — jest
wiasciwie dobrane 1 odpowiednio cytowane.

Doktorat w temacie swojej pracy podjat niezwykle wazny problem zaréwno z punktu
widzenia gospodarczego jak i epidemiologicznego - poszukiwanie metody zapewniajacej]
bezpieczefistwo biologiczne Zywnodci $wiezej czy nisko przetworzonej pochodzenia
roslinnego. Ze wzglgdu na prawdopodobienstwo skazenia mikrobiologicznego $wiezej jak i
minimalnie przetworzonej Zywnosci pochodzenia roslinnego, poszukiwane sa innowacyjne
metody jej ochrony zapewnianiajace jednoczesnie zachowanie wysokiej jakosci produktéw,
wydtuzenie przydatnosci do spozycia. Wsrod bakterii obecnych w produktach zywnosciowych
(zaréwno saprofitycznych, jak i patogennych) obserwuje sie szczepy oporne na antybiotyki.
Opornos¢ bakterii na antybiotyki jest obecnie powaznym problemem globalnym. Na skutek
nieracjonalnego stosowanie antybiotykéw zarowno w medycynie, czy rolnictwie, bakterie
nabywaja na nie opornos¢, zjawisko to lawinowo wzrasta, a jego ograniczenie stanowi
wyzwanie zarowno dla wspélczesnej medycyny jak i przemyshu spozywezego. Jedng z
alternatyw dla antybiotykéw moga stanowi¢ bakteriofagi bedace wirusami bakteryjnymi
charakteryzujacymi si¢ swoistoscia dziatania, ktére z jednej strony mogg przyczyni¢ si¢ do
ograniczenia rozprzestrzeniania wsrod bakterii opornoscei na $rodki przeciwdrobnoustrojowe,
ale takze moga stanowi¢ naturalne ,,narzedzie” do zwalczania patogennych bakterii zawartych
w produktach spozywczych. Oprécz ograniczen legislacyjnych z perspektywa wprowadzenia
preparatow fagowych do powszechnego obrotu, wigze sig nie tylko kwestia ich skutecznosei i

(%]



INSTYTUT IMMUNOLOGII I TERAPII DOSVVIADCZALNE]
IM. LUDWIKA HIRSZFELDA
POLSKIE] AKADEMII NAUK
Centrum Doskonatoéci : IMMUNE
Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw, POLSKA

Telefon: (+48-71) 337 11 72, (+48-71)3709930 Fax: (+48-71) 337 2171
www.iitd.pan.wroc.pl

bezpieczenstwa, ale przede wszystkim zdolnos¢ fagdw zawartych w preparacie do zachowania
aktywnosci litycznej zarowno podczas jego przechowywania, jak i po ich zastosowaniu.

Podjecie przez Doktoranta aktualnego tematu wpisujacego si¢ w trend badan
prowadzonych nie tylko w Polsce ale i na $wiecie bedgcego przedmiotem niniejszej dysertacji
zaowocowalo oryginalnymi i ciekawymi wynikami naukowymi istotnie wzbogacajacymi
wiedze naukowa w dyscyplinie w technologia zywnosci i Zywienia.

Mocng strong badan przeprowadzonych w ramach prezentowanej rozprawy sg dobrze
zaplanowane badanie, wnikliwe zapoznanie si¢ z dostepna wiedza naukowa w poruszanej
tematyce oraz dbalos¢ o precyzyjny warsztat naukowo-badawczy. Swiadczy to o dobrym
przygotowaniu Doktoranta do tematyki pracy doktorskiej, przemyslanym i krytycznym
planowaniu badania, skrupulatnej analizie dostgpnych danych literaturowych. Autor potrafit w
przystepnej, syntetycznej formie przedstawi¢ cato$¢ zagadnienia, naswietli¢ cele 1 przebieg
badan.

Doktorant w wyniku przeprowadzonych badan wyizolowat ze $ciekéw komunalnych i
scharakteryzowal cztery nowe bakteriofagi lityczne swoiste wobec bakterii saprofitycznych
stanowigcych mikroflore obecng w produktach zywnosciowych pochodzenia roslinnego. Byty
to fagi swoiste wobec: Enterobacter cloacae, Enterobacter ludwigii, Citrobacter freundii,
Serratia fonticola. Okreslone zostaty podstawowe parametry cyklu zyciowego, wspolczynnik
infekcji, zsekwencjonowano genomy nowoizolowanych fagéw i na podstawie struktury
genomu takze rodzaj cyklu zyciowego jak i przynaleznos¢ taksonomiczng. Zbadano rowniez
stabilno$¢ fagéw w rdéznych warunkach temperatury 1 pH. W Dysertacji Doktorant uzupelnit
jeszeze dane dotyczace fagow o wyniki spektrum litycznego. We wnioskach z pracy autor
wskazal, ze badane bakteriofagi moga stanowi¢ obiecujacy czynnik zardéwno stuzacy do
biokontroli Zywnosci co moze mie¢ przetozenie praktyczne na wydtuzenie trwalosci produktow
zywnosciowych pochodzenia roslinnego.

W drugiej do$wiadczalnej publikacji naukowej Doktorant przeprowadzil badanie
efektywnosci koktajlu fagowego wobec saprofitycznych bakterii wystepujgcych w gotowych
do spozycia produktach pochodzenia roslinnego. Do tej pracy mam pytanie: dlaczego
Doktorant zdecydowal sie na umieszczenie w koktajlu az 43 fagéw? Czy zbadane zostato
wezesniej spektrum lityczne fagéw uwzglednionych w preparacie? By¢ moze zakresy
gospodarzy badanych fagéw mogly sie pokrywa¢ i nie byto potrzeby umieszczania az tak duzej
liczby fagobw w preparacie do zastosowania. Ponadto, czy zbadane zostaly mozliwe interakcje
miedzy fagami (mozliwe zjawisko synergizmu lub antagonizmu) przy opracowywaniu sktadu
finalnego preparatu?

W przedstawionej do oceny w ramach cyklu pracy przegladowej Doktorant opisat
kompleksowo regulacje transkrypeyjna mechanizméw opornosci wystepujacych u Salmonella.

W czwartej pracy przebadanych zostalo 43 szczepy Salmonella enterica pod katem
obecnosci genéw kodujacych czynniki wirulencji wystepujace wsrdd tych szczepow jak i ich
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fenotypowy profil wrazliwosci na antybiotyki. Zaobserwowano, ze potowa badanych SZcZepow

charakteryzowata si¢ wielolekoopornoscia.

W ostatniej ocenianej publikacji Doktorant scharakteryzowat dwa nowe lityczne fagi
Salmonella phage vB_Sen-IAFB3829 (KKP 3829) oraz Salmonella phage vB_Sen-IAFB3830
(KKP 3830) wyizolowane ze sciekéw komunalnych odpowiednio na szczepach gospodarzy S.
1(6,8:1,-:1,7) KKP 1762 oraz S. Typhimurium KKP 3080 oraz przedstawil wyniki skutecznosci
ich zastosowania w ograniczeniu rozwoju bakterii w §wiezym soku marchewkowo-jabtkowym.
Badane fagi zostaly zaklasyfikowane do klasy Caudoviricetes. Do tej pracy mam uwage: ze
wzgledu na fakt, ze Doktorant oceniat skuteczno$é zaréwno pojedynczych (opisanych w pracy
kompleksowo fagéw KKP 3829 i KKP 3830), jak i koktajlu sktadajacego si¢ z czterech fagdw
(oprécz wspomnianych wezedniej takze fagow KKP 3822 oraz 3831) brakuje w rozprawie
informacji odnosnie spektrum litycznego pozostatych dwoch fagow uwzglednionych w
sktadzie koktajlu. Jak Doktorant wytlumaczy uwzglednienie w koktajlu zaréwno faga KKP
3829 jak i KKP 38307 W sytuacji gdy badania spektrum litycznego tych dwéch fagow
wykazaty, ze KKP 3830 nie byt aktywny wobec badanych szczepéw bakteryjnych, ktére nie sa
wrazliwe takze na faga KKP 3829 (Tabela 3)?

W wyniku przeprowadzonych badan z wykorzystaniem $wiezych sokéw Doktorant
zaobserwowal, ze zastosowany koktajl fagowy skutecznie ograniczal wzrost patogennych
bakterii, co moze wskazywa¢ na znaczacy potencjat zastosowania fagéw w ochronie nisko
przetworzonej zywnosci pochodzenia roslinnego przed skazeniem mikrobiologicznym,
zapewniajgc jednoczesnie dtuzszg jakos¢ produktow swiezych. Jednak , jak stusznie zauwazyt
Doktorant przy kolejnych badaniach badz w aspekcie praktycznego wykorzystania badanych
fagow/ koktajlu sugerowatabym zastosowanie wyzszego miana fagéw w preparacie. Zgodnie z
informacja zawart3 w rozprawie Doktorant nie przeprowadzil badai stabilnosci
diugoterminowej zaréwno pojedynczych fagow, jak i koktajlu, co jak zostato wspominane
moglo w znaczacy sposob wplynaé na aktywno$é fagéw w badanym soku o niskim pH.

Na podstawie przeprowadzonych i oméwionych badah zawartych w cyklu pieciu
artykutow naukowych sformutowano nastepujace stwierdzenia i wnioski:

1. Wsrod wyizolowanych i testowanych bakterii saprofitycznych, prawie 20% stanowily
szezepy wielolekooporne, co wskazuje na konieczno$é monitorowania przenoszenia
antybiotykoopornosci w tancuchu zywnosciowym.

2. Paleczki z rodzaju Salmonella wykazujg fenotypowa oporno$é na wiele antybiotykow
(50,9% szczepéw MDR) i koduja liczne geny zwigzane z opornoscig na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe.

3. Duza liczba opornych szczepdéw Salmonella w potgczeniu z wieloma ARGs potwierdza
wieloletnie nieracjonalne stosowanie antybiotykéw.

4. Scieki komunalne sg bogatym zrodtem bakteriofagéw lityeznych specyficznych zaréwno
wobec bakterii saprofitycznych, jak réwniez patogennych wystepujacych w minimalnie
przetworzonej zywnosci pochodzenia roslinnego.
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5. Bakteriofagi zachowaly swoja aktywno$¢ w szerokim zakresie temperatur i kwasowosci
czynnej, co moze umozliwi¢ w przysztosci ich wykorzystanie w polgczeniu z
konwencjonalnymi metodami utrwalania zywnosci (np. w technologii plotkéw).
Ekspozycja fagéw na promieniowanie UV zmniejszata ich aktywnos¢ proporcjonalnie do
czasu tej ekspozycji.

6. Analiza genoméw wszystkich nowo wyizolowanych bakteriofagdéw wykazala, ze nie
koduja one gendéw wirulencji ani toksyn i mozna je sklasyfikowa¢ jako bakteriofagi
obligatoryjnie lityczne (wirulentne). Charakterystyka zjadliwodci i brak mozliwych
czynnikéw wirulencji sprawiaja, ze fagi te moga w przysziosci by¢ potencjalnymi
kandydatami do biokontroli Zywnosci.

7. Zastosowanie koktajlu fagowego skutecznie ograniczylo rozwdj bakterii saprofitycznych w
trzech testowanych produktach podczas przechowywania (tj. rukola, mieszanka salat z
marchewka oraz mieszanka satat z burakiem). Nie zaobserwowano pozytywnego wplywu
zastosowanego koktajlu fagowego na redukcje liczby bakterii w szpinaku, co moze
$wiadczy¢ o niedostatecznej bioréznorodnosé fagéw w opracowanym biopreparacie w
stosunku do mikrobioty bakteryjnej produktu.

8. Zastosowanie bakteriofagdbw do matryc zywno$ciowych istotnie obnizylo poziom
zanieczyszczenia pateczkami Salmonella w poréwnaniu z prébami kontrolnymi.

9. W przysziosci kluczowe bedzie opracowanie szerokospektralnych koktajlow fagowych
opornych na czynniki $rodowiska produkcyjnego.

10. Pomimo braku dopuszczenia biopreparatow fagowych do komercyjnego stosowania w
krajach czlonkowskich UE, stale wzrastajaca wielolekoopornos¢ bakterii moze
doprowadzi¢ w niedalekiej przysztosci do koniecznosci implementacji biokontroli fagowe;
do procesow produkceyjnych zywnosci.

Badania przeprowadzone przez mgr inz. Michala Wojcickiego majg zatem istotne
implikacje poznawcze i praktyczne. Stanowig element nowosci, oryginalne osiagniecie
Doktoranta. Podsumowujac wyniki opisane w recenzowanej rozprawie doktorskiej stanowig
znaczacy wkiad w dotychczasowa wiedze¢ dotyczacg mozliwosci zastosowania fagéw w
ochronie zywnosci przez skazeniem bakteriami z rzedu Enterobecterales, sg niezwykle istotne
z punktu widzenia poznawczego 1 aplikacyjnego, gdyz otwierajg perspektywy praktycznego
zastosowania zardéwno w ograniczeniu mikrobiologicznego skazenia zywnosci, a jednoczesnie
ograniczeniu rozprzestrzeniania zjawiska opornosci bakterii na antybiotyki.

Rozprawa doktorska napisana jest poprawnym jezykiem z uzyciem prawidlowej
stylistyki iterminologii. Warto$¢ merytoryczna publikacji idzie w parze z umiej¢tnoscia
argumentacji i polemiki. Edycja pracy nie budzi zastrzezen.

Wszystkie wymienione wezesniej uwagi czy zastrzezenia w zaden jednak sposob nie
umniejszaja wartoéci pracy. Po wnikliwej lekturze dysertacji zatytutowanej ,,Wykorzystanie
potencjatu bakteriofagéw w biokontroli wybranych bakterii z rzedu Enterobacterales
wystepujacych w lancuchu zywnosciowym” oceniam jg bardzo wysoko. Jest to obszerne i
samodzielne opracowanie i rozwigzanie oryginalnego zagadnienia naukowego przy uzyciu
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nowoczesnych metod i jest dowodem umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej.

PODSUMOWANIE

Oceniana dysertacja doktorska mgr inz. Michala Jakuba Wojcickiego pt.
»Wykorzystanie potencjalu bakteriofagbw w biokontroli wybranych bakterii z rzedu
Enterobacterales wystepujacych w lancuchu zywnosciowym” wykonana w Zakladzie
Mikrobiologii Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. Prof. Waclawa
Dabrowskiego- Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie pod opieka promotor: dr hab.
Edyty Juszczuk-Kubiak, prof. IBPRS-PIB oraz dr hab. inz. Barbary Sokotowskiej prof. IBPRS-
PIB spehnia kryteria stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora zdefiniowane w art.187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2020 poz. 85 z
pézn. zm.). Recenzowana przez mnie rozprawa doktorska autorstwa Michata Jakuba
Wojcickiego prezentuje adekwatna ogdlng wiedze teoretyczng Kandydata w dyscyplinie w
technologia zZywnosci i Zywienia oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej potwierdzonej publikacja wynikow bedacych podstawa rozprawy doktorskiej w
czasopismach naukowych o znaczgcym wspodtczynniku wptywu. Przedmiotem rozprawy jest
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego o potencjale aplikacyjnym, a indywidualny
wkiad Kandydata w powstanie tej pracy jest dobrze udokumentowany. Chciatabym takze
zwroci¢ uwagg na dorobek naukowy Doktoranta, ktory jak na ten etap kariery jest bardzo dobry.
Doktorant autorem 21 publikacji, 5 artykulow popularnonaukowych, aktywnie uczestniczyl w
konferencjach naukowych, byl takze kierownikiem projektow realizowanych w ramach
dziatalnosci statutowej IBPRS-PIB oraz kierownikiem projektu w ramach Programu POIR.
Dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Rady Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego im. Prof. Wactawa Dabrowskiego- Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie
o dopuszczenie mgr inz. Michata Jakuba Wojcickiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage bardzo wysoki poziom recenzowanej rozprawy,
warto$¢ naukowa oraz potencjat aplikacyjny przeprowadzonych badan oraz dorobek naukowy
Doktoranta wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego im. Prof. Wactawa Dabrowskiego- Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie
0 wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Michata Jakuba Wojcickiego.

£ feuyle Telsel,
Jr hab. Ewa Joriczyk-Matysiak
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