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Niniejsza opini¢ sporzadzono w zakresie oceny spelnienia
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Szkota Gléwna Gospodarstwa
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Przedstawienie informacji o rozprawie doktorskiej w odniesieniu do elementow

podlegajacych ocenie wraz z uzasadnieniem oceny

Przedstawiona do oceny praca doktorska pt: ,,Wykorzystanie potencjatu bakteriofagow
w biokontroli wybranych bakterii z rzedu Enterobacterales wystepujacych w tancuchu
zywnosciowym” przygotowana zostala w trybie eksternistycznym. Tres¢ pracy przedstawiono
w podziale na: Wstep, Wykaz stosowanych skrotéw oraz rozdzialy: Wykaz publikagji
wchodzacych w sklad osiggnigcia naukowego przedktadanego do oceny (Rozdziat 1), Przeglad
pismiennictwa (Rozdziat 2), Hipotezy badawcze, cel i zakres pracy (Rozdziat 3), Materiat
doswiadczalny i metody badan (Rozdziat 4), Oméwienie osiagniec¢ badawczych przedstawionych
do oceny (Rozdziat 5), Stwierdzenia i wnioski (Rozdziat 6), Spis pi$miennictwa (Rozdziat 7) oraz
Aneks, w ktérym zestawiono pelne teksty publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego
(Rozdziat 8), stanowigcego podstawe do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk rolniczych w dyscyplinie technologia Zywnosci i zywienia. Lacznie opracowanie zawarto na
381 stronach, z czego 90 stanowi autoreferat.

Wskazane przez Doktoranta osiggnigcie naukowe jest zbiorem powiazanych tematycznie
pieciu artykutéw naukowych o facznym wspdtezynniku IF = 24,739 (zgodnie z rokiem publikagji)
oraz 580 pkt. MEiN. Publikacje opublikowano w latach 2021-2023 w czasopismach International
Journal of Molecular Sciences (dwie prace), Viruses oraz Pathogens (dwie prace). Sa to nastepujace
prace:

[P1] Wojcicki M., Srednicka P., Blazejak S., Gientka I., Kowalczyk M., Emanowicz P., Swider O.,
Sokotowska B., Juszczuk-Kubiak E. (2021). Characterization and genome study of novel lytic
bacteriophages against prevailing saprophytic bacterial microflora of minimally processed
plant-based  food products. International Journal of Molecular  Sciences,
DQI:10.3390/ijms222212460 (IF2021 = 6,208; 140 pkt. MEiN);

[P2] Wéjcicki M., Swider O., Gientka 1., Blazejak S., Srednicka P., Shymialevich D., Cie$lak H.,
Wardaszka A., Emanowicz P., Sokotowska B., Juszczuk-Kubiak E. (2023). Effectiveness of
a phage cocktail as a potential biocontrol agent against saprophytic bacteria in ready-to—eat
plant-based food. Viruses, DOI:10.3390/v15010172 (IF2022 = 4,7; 100 pkt. MEiN);

[P3] Wojcicki M., Swider O., Daniluk KlJ., Srednicka P., Akimowicz M., Roszko M.L.., Sokotowska
B., Juszczuk-Kubiak E. (2021). Transcriptional regulation of the multiple resistance
mechanisms in Salmonella — a review. Pathogens, DOI:10.3390/pathogens10070801 (IF2021 =
4,531; 100 pkt. MEiN);

[P4] Wojcicki M., Chmielarczyk A., Swider O., Srednicka P., Strus M., Kasperski T., Shymialevich
D., Cieslak H., Emanowicz P., Kowalczyk M., Sokotowska B., Juszczuk-Kubiak E. (2022).
Bacterial pathogens in the food industry: antibiotic resistance and virulence factors of
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Salmonella  enterica  strains isolated from food chain links. Pathogens,
DOI:10.3390/pathogens11111323 (IF2022 = 3,7; 100 pkt. MEiN).

[P5] Wojcicki M., Swider O., Srednicka P., Shymialevich D., llczuk T., Koperski t.., Cieslak H.,
Sokotowska B., Juszczuk-Kubiak E. (2023). Newly isolated virulent salmophages for biocontrol
of multidrug-resistant Salmonella in ready—to—eat plant-based food. International Journal of
Molecular Sciences, DOI:10.3390/ijms241210134 (IF2022 = 5,6; 140 pkt. MEiN).

Wskazane prace to opracowania wieloautorskie o bardzo rozbudowanym zakresie
badawczym i metodycznym, co uzasadnia podjeta szeroka wspotprace. Umozliwita ona
Doktorantowi zrealizowanie zatozonych szczegotowych celéw badan z wykorzystaniem bardzo
dobrego warsztatu badawczego, jak rowniez dokonaé interpretacji uzyskanych wynikéw przy
wsparciu merytorycznym specjalistbw z zakresu wykorzystywanych procedur analitycznych.
Nalezy podkresli¢, ze dazenie, otwartos¢ i umiejetnos¢ pracy w zespole, w tym z ekspertami
z roznych dziedzin i osrodkéw naukowych, jest niezmiernie cenne i konieczne do realizacji
interdyscyplinarnego zakresu badan na wysokim poziomie naukowym. Taka wspotpraca jest

bardzo wazna dla rozwoju naukowego mtodego naukowca.

Zgodnie z oswiadczeniami gléwnego Autora publikagji i wspdtautoréw, zataczonymi
do wszystkich 5 prac, udzial Pana mgr inz. Michala Wojcickiego polegal na:

- opracowaniu koncepcji wszystkich zaplanowanych prac oraz gléwnego celu badan

i celow szczegotowych (przy wsparciu merytorycznym opiekundéw naukowych);

- samodzielnym ustaleniu zakresu badan, opracowaniu i optymalizacji metod badawczych
niezbednych do realizacji postawionych celow (takze przy wsparciu wspdtautorow, w zaleznosci
od publikagji);

- realizacji wszystkich zaplanowanych prac eksperymentalnych o bardzo szerokim zakresie
w odniesieniu do materiatu badawczego i wykonywanych oznaczen, co nalezy podkreslic,
bowiem uzasadnia pomoc wspdtautoréw w realizacji rozleglego planu prac eksperymentalnych,
przedstawionych w dalszej czesci recenz;ji;

- nadzorowaniu prawidlowego wykonania czeéci doswiadczalnych, dokonaniu analizy
i interpretacji uzyskanych wynikéw (takze przy wsparciu wspétautorow w przypadku

wykonywania specjalistycznych analiz);

- dokonaniu bardzo wnikliwego przegladu dostepnych danych literaturowych do przygotowania

wstepu teoretycznego prac oraz oméwienia i dyskusji uzyskanych wynikow;

- opracowaniu graficznym wszystkich tabel oraz rysunkéw (takze z pomoca wspotautoréw,

w zaleznosci od publikagji);
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- przygotowaniu wszystkich tekstéw manuskryptéw, ich edycji oraz udzielaniu odpowiedzi na
uwagi recenzentdw (przy wsparciu merytorycznym opiekunéw naukowych) oraz
korespondengji z redakcja.

Biorac pod uwage wskazany zakres prac wykonanych przez Pana mgr inz. Michata
Wojcickiego nalezy uznad, ze jego udzial w osiagnieciu naukowym byl wiodacy, jednoczesnie
zakres zrealizowanych przez Doktoranta prac potwierdza umiejetnoé¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej.

We wstepie do dysertacji uzasadniono tematyke podjetych badan, wskazujac potrzebe
opracowania innowacyjnych, fagodnych metod utrwalania Zzywnosci, ktére umozliwilyby
eliminacje mikroflory dominujgcej w Zywnosci o minimalnym stopniu przetworzenia, szczegolnie
szczepéw bakterii wielolekoopornych. Doktorant nakreslit istotny problem zwigzany
z identyfikowanym rozprzestrzenianiem si¢ antybiotykoodpornosci wsréd drobnoustrojow
izolowanych z lancucha zywnosciowego. Nalezy tu wskazacd, ze ograniczenie tego zjawiska to
jedno z wyzwan, ktére wpisane jest w strategie ,Od pola do stolu”, wynikajaca z celéw
europejskiego Zielonego Ladu, jakie stawiaja sobie panstwa Unii Europejskiej na najblizsze lata.
Wskazana strategia ma pomodc zapewnic zdrowsza i bardziej zrownowazona zywnos¢ w Europie,
m.in. dzieki ograniczeniu stosowania antybiotykéw. Niewlasciwe stosowanie antybiotykow
w leczeniu ludzi, zwierzat czy ochronie roslin doprowadza do nabywania przez drobnoustroje
opornosci na te substancje i rozprzestrzeniania si¢ opornosci w srodowisku. Opornos¢ nabyta jest
konsekwencja zmian w genomie bakterii, ktore dokonujg si¢ na skutek mutacji losowych
i horyzontalnego transferu genéw, w ktérym zasadnicza role¢ odgrywaja ruchome elementy
genetyczne, w tym plazmidy, ale rowniez bakteriofagi. Przenoszenie genow miedzy komdrkami
za posrednictwem wiruséw bakteryjnych, okreslane mianem transdukcji fagowej, jest
mechanizmem ewolucji genomow bakteryjnych. Bakteriofagi sa wskazywane jako nosniki genow
opornosci na antybiotyki w systemach rolno-spozywczych. Na to zagrozenie Doktorant zwraca
krytycznie uwage w kontekscie bezpieczenistwa wykorzystania preparatow fagowych,
omdwionego w dalszej czesci pracy.

Surowce spozywcze zanieczyszczone na etapie produkcji pierwotnej drobnoustrojami
opornymi na antybiotyki moga stanowi¢ wektor transmisji lekoopornosci w przemysle
spozywczym. Doktorant zainteresowal si¢ zagrozeniem w odniesieniu do Zywnosci minimalnie
przetworzonej, dazac do okreslenia, czy jest ona Zrodlem drobnoustrojow opornych na
antybiotyki. Zywnoé¢ minimalnie przetworzona oznacza produkty poddane mozliwie jak
najmniejszej, ,fagodnej” obrébce technologicznej bez wykorzystania substancji dodatkowych dla
osiggniecia zatozonej trwatosci produktu, zdefiniowanej terminem przydatnosci do spozycia,
obejmujacym transport i dystrybucje. Zywnos¢ ta zachowuje cechy $wiezosci surowcéw, spelniajac

szerokorozumiane wymagania konsumentéw odnosnie jakosci (w tym odzywczej), dlatego jest
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bardzo pozadana na rynku. Sa to najczesciej produkty pochodzenia roslinnego. Zminimalizowane
podejscie technologiczne w zakresie utrwalenia takich produktéw w mniejszym stopniu ogranicza
naturalng mikroflore surowcow. Jednoczesnie wykorzystywane w technologii minimalnego
przetwarzania operacje jednostkowe zwigzane z obieraniem, cieciem i rozdrabnianiem surowcow
powoduja wyciek komdrkowy i zwigkszajg natlenienie surowca, przez co ufatwiaja i stymuluja
wzrost mikroorganizméw autochtonicznych. Powoduje to szybsze obnizenie jakosci produktu
w czasie przechowywania, co moze przetozy¢ si¢ na bezpieczenstwo produktu, a w przypadku
zepsucia lub niewykorzystania w terminie trwatosci, powoduje straty ekonomiczne i marnowanie
zywnosci. Mikroorganizmy odpowiedzialne za psucie produktéw roslinnych minimalnie
przetworzonych to liczne gatunki grzybdw i bakterii, zarowno Gram-ujemnych, wsrdd ktdrych
dominujg bakterie z rzedéw Enterobacterales (gléwnie rodziny Enterobacteriaceae, Erwiniaceae
i Yersiniaceae) oraz Pseudomonadales (rodzina Pseudomonadaceae), jak i bakterii Gram-
dodatnich, wsrod ktorych przewazajq bakterie kwasu mlekowego (LAB).

Pobyt na produkty niskoprzetworzone o wysokiej wartosci odzywczej, zachowujacych
walory organoleptyczne surowcow swiezych, stymuluje przemyst spozywczy do opracowywania
innowacyjnych, niekonwencjonalnych, nietermicznych metod utrwalania oraz udoskonalania
rozwiazan juz wykorzystywanych w produkgji bezpiecznej, minimalnie przetworzonej zywnosci
o pozadanej jakosci i dluzszej przydatnosci do spozycia. To takze bardzo istotne zadanie
w kontekscie zréwnowazonej produkcji Zywnosci i ograniczania jej marnotrawstwa. Tu pozwalam
sobie wskaza¢, ze wedlug najnowszego raportu ,Data & Trends of the EU Food and Drink
Industry” przygotowywanego przez Food Drink Europe wynika, ze w Unii Europejskiej (UE) ok.
10% produkowanej zywnosci jest marnotrawiona lub tracona, podczas gdy w skali globalnej jest
to ok. 13%. Tylko 2021 roku w Europie zmarnowano ok. 58 milionéw ton produktéw spozywczych,
co odpowiada srednio 131 kg/osobe i ok. 16% gazdéw cieplarnianych emitowanych przez system
zywnosciowy w UE. Innowacje w zakresie zréwnowazonych sposobéw utrwalania zywnosci,
w tym nietermicznych, sg zatem bardzo potrzebne. Zaproponowana przez Pana mgr inz. Michala
Wojcickiego alternatywa wobec konwencjonalnych metod utrwalania Zywnosci minimalnie
przetworzonej jest wykorzystanie $cisle litycznej aktywnosci bakteriofagéw. Jak wskazuje
Doktorant, takie rozwigzanie moze stanowi¢ obiecujaca, catkowicie naturalna, biologiczna metode
zapewnienia bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci w celu ochrony zdrowia
konsumentoéw oraz przedtuzenia trwalosci produktéw spozywczych z zachowaniem jakosci
sensorycznej surowca swiezego. Ponadto biopreparaty fagowe o wysokiej specyficznosci litycznej
moga znaleZ¢ zastosowanie na etapie produkcji pierwotnej w hodowli zwierzat, np. do
ograniczania nosicielstwa bakterii Salmonella i Campylobacter i zwalczania innych zakazen
o etiologii bakteryjnej w ramach terapii fagowej, zastepujacej antybiotykoterapie. Takie podejscie
moze minimalizowac transfer antybiotykoopornosci w srodowisku. Mozliwe jest takze

zastosowanie fagéw w zakladach produkeyjnych w celu zapobiegania tworzenia biofilméw na
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powierzchni sprzetu (biosanityzacja). Jednakze skuteczna biokontrola w przemysle rolno-
SpOZywczZym wymaga opracowywania preparatow zawierajacych koktajl réoznych fagow
o mozliwie szerokim spektrum aktywnosci wobec bakteryjnych gospodarzy. Doktorant
postanowil wyizolowa¢ bakteriofagi o aktywnosci litycznej w odniesieniu do mikroflory
dominujacej w roslinnych produktach minimalnie przetworzonych oraz bakteriofagi skuteczne
w eliminacji wielolekoopornych pateczek Salmonella, wyizolowanych na przestrzeni lat z roznych

ogniw fancucha zywnosciowego i ocenic ich aktywnos¢ lityczna w produktach spozywczych.

Reasumujac te czeS¢ oceny nalezy wskazac, ze podjeta przez Pana mgr inz. Michata
Wojcickiego tematyka badan wpisuje si¢ we wspodlczesne, innowacyjne trendy badawcze
w ramach dyscypliny technologia Zzywnosci i Zywienia, ktorych idea jest opracowanie nowych
metod utrwalania zywnosci, wpisujacych sie w cele zdrowego i przyjaznego dla srodowiska
systemu zywnos$ciowego.

W rozdziale 2. Przeglad pismiennictwa dokonano przejrzystego omdéwienie najwazniejszych
zagadnien teoretycznych, zwigzanych z tematem pracy, co réwniez miato miejsce w rozdziatach
wprowadzajacych publikacji oryginalnych — publikacje P1, P2, P4 i P5. Publikacja P3 stanowi
natomiast bardzo szczegoélowy przeglad literatury dotyczacy charakterystyki pateczek z rodzaju
Salmonella, ich podziatu taksonomicznego, zakresu gospodarzy, a przede wszystkim regulacji
transkrypgji  réznych  mechanizméw  opornosci  ze  szczegdlnym — uwzglednieniem
wielolekoopornosci. Opisano takze patogeneze bakterii Salmonells ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli wysp patogennosci. We wskazanym rozdziale pracy doktorskiej Pan mgr inz.
Michat Wdjcicki zaprezentowat w pierwszej kolejnosci definicje Zzywnosci o0 minimalnym stopniu
przetworzenia i jej ogdlna charakterystyke, omoéwit zagrozenia mikrobiologiczne typowe dla
minimalnie przetworzonych produktéw roslinnych oraz przedstawit najczesciej wykorzystywane
metody utrwalania Zywnosci minimalnie przetworzonej. Nastepnie scharakteryzowat zywnosc¢
jako wektor bakterii antybiotykoopornych, przedstawil ogolna klasyfikacje antybiotykéw
i mechanizmy dziatania wybranych antybiotykéw na komorke bakteryjna. W kolejnym
podrozdziale oméwit antybiotykoopornos¢ i mechanizmy opornosci pateczek z rzedu
Enterobacterales, dominujacych w minimalnie przetworzonych produktach roslinnych, bedacych
materialem badant w ramach ocenianej pracy. W kolejnym podrozdziatach opisal naturalng
opornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe paleczek z rzedu Enterobacterales, omowit
bakteriofagi jako naturalng metode biokontroli mikrobioty bakteryjnej w zywnosci, zaprezentowat
klasyfikacje bakteriofagéw, cykle infekcji fagowych, z podkresleniem istotnosci scisle litycznego
charakteru fagow dla osiggniecia efektywnego poziomu biokontroli wybranych bakterii
w tancuchu zywnosciowym. W ramach przygotowanego przegladu literatury omowiono takze
korzysci i zagrozenia zwigzane z wykorzystaniem bakteriofagéw w przemysle spozywczym. Jest

to bardzo wazny rozdzial ocenianej pracy, podkreslajacy dojrzate podejscie Doktoranta do
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realizowanych badan. Ponadto w oméwieniu teoretycznym Pan mgr inz. Michat Wéjcicki zwrdcit
uwage na aspekty prawne zwigzane z wykorzystaniem bakteriofagéw w przemysle rolno—
spozywczym, podajac jednoczesnie przyklady koktajli bakteriofagowych juz dostepnych
komercyjnie w krajach poza Unia Europejska, w tym stosowanych do biokonserwacji zywnosci.

Bibliografia wykorzystana przez Doktoranta do przygotowania rozprawy doktorskiej nie budzi
moich zastrzezen.

Na podstawie informacji teoretycznych zawartych w rozdziale 2 rozprawy doktorskiej,
jak rowniez w artykulach P1-P5, wiaczajac w ten zakres oceny dyskusje uzyskanych wynikéw
z danymi literaturowymi, nalezy podkresli¢, ze Pan mgr inz. Michat Woéjcicki bardzo dobrze
orientuje si¢ w problematyce szczegoélowej bedacej przedmiotem rozprawy. Przedlozona
rozprawa doktorska potwierdza wysoki poziom merytoryczny i doglebnosé¢ prezentowanych
informacji, pozwalajac bardzo wysoko oceni¢ ogolna wiedze teoretyczna Pana mgr inz. Michata
Wojcickiego w zakresie tematyki rozprawy.

Podczas czytania rozdziatu 2. Przeglad literatury ocenianej rozprawy nasunely sie jednak
nastepujace uwagi i pytania, ktére maja charakter uzupehiajacy, a takze dyskusyjny

i charakteryzuja si¢ zroznicowanym stopniem istotnosci i szczegdtowosci:

1. W podrozdziale 2.1.1. Zagrozenia mikrobiologiczne w minimalnie przetworzonych
produktach roslinnych na Rysunku 1. wskazano, Ze mikroflora saprofityczna wptywa tylko
na jakos¢ produktéw pochodzenia roslinnego. Nalezy tu zwrdcié uwage, ze produkt
nienadajacy si¢ do spozycia, czyli, np. przejawiajacy cechy zepsucia w efekcie aktywnosci
metabolicznej mikroflory saprofitycznej jest produktem klasyfikowanym jako niebezpieczny,
zatem mikroflora saprofityczna réwniez wptywa na bezpieczenistwo zywnosci. Autor pracy
byt ponadto w pewnym stopniu niekonsekwentny w odniesieniu do wskazanych w tekscie
pracy grup mikroorganizmow odpowiedzialnych za psucie produktéw roslinnych - na
schemacie zawezono informacje jedynie do trzech rodzin bakterii.

2. W podrozdziale 2.1.1. na str. 23 pracy wskazano ze: , Wedtug Rozporzadzenia (WE) 2073/2005
w  sprawie kryteriow = mikrobiologicznych  dotyczacych  $rodkéw  spozywezych
(z dnia 15.11.2005 r. z pdzniejszymi zmianami), przypadku warzyw, owocdéw i produktéw
pochodnych europejskie ustawodawstwo normuje jedynie poziom Gram-ujemnych pateczek
z gatunku Escherichia coli w owocach i warzywach krojonych (gotowych do spozycia) oraz
w niepasteryzowanych sokach owocowych i warzywnych (gotowych do spozycia),
a wymagania te dotycza jakosci mikrobiologicznej procesu produkcyjnego.” Tymczasem
w przypadku gotowych do spozycia owocdw i warzyw krojonych, niepasteryzowanych
sokow owocowych i warzywnych i kietkéw, cytowane rozporzadzenie wskazuje réwniez

limity w ramach kryteriéw bezpieczenstwa w odniesieniu do Listeria monocytogenes, oprocz
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paleczek Salmonella, ktére Doktorant wspomniat w sposéb ogdlny w odniesieniu
do produktéw spozywczych.

3. W podrozdziale 2.1.2. Metody utrwalania Zywnosci minimalnie przetworzonej na str. 26
wskazano, ze sktadniki odzywcze i przyprawy jako dodatki do Zzywnosci, tymczasem
z definicji nie sa to dodatki do zywnosci.

4. W podrozdziale 2.3.2. Cykle infekcji fagowych wskazano, ze ,Cykl lityczny jest dominujacy
w warunkach, w ktérych bakteryjni gospodarze moga si¢ namnazac¢ i osigga¢ duze
zageszczenie, z kolei lizogenia jest na ogol wybierana, gdy liczebnos¢ bakterii jest niska”-
w tym przypadku rodzi si¢ pytanie, jak Doktorant definiuje niska liczebnos¢ bakterii? Jaka jest
minimalna liczba komdrek bakterii pobudzajaca lityczng $ciezke infekcji bakteriofagowej
konieczng w biokonserwacji Zywnosci? Prosze o odpowiedz na postawione pytanie rowniez
w kontekscie zrealizowanych badan, poniewaz w pracy nie przedstawiono wynikow
zaleznosci miedzy gestoscia optyczna hodowli bakterii a ich liczba.

5. W podrozdziale 2.3.3 omoéwiono pseudolizogenie jako alternatywng odmiane cyklu
lizogennego bakteriofagéw, ktéora moze by¢ wynikiem infekcji fagami zjadliwymi.
W tym miejscu rodzi sie¢ pytanie, czy obecnos¢ obcego materialu genetycznego
w komorce bakterii moze sprzyjac selekcji opornych szczepéw bakterii, a jesli tak, czy mozna
przezwycigzac taki sposob nabywania opornosci na fagi?

6. Rysunek 6. moglby bardziej czytelnie wskazywaé korzysci i zagrozenia zwiazane
z wykorzystaniem bakteriofagéw jako czynnikdéw biokontroli Zywnosci. Na rysunku korzysci
zaznaczono kolorem zielonym, ograniczenia zoltym, a zagrozenia czerwonym, nie dajac opisu
znaczenia koloréw, co moze w utrudnia¢ czytelnikowi niezwigzanemu z tematyka pracy
zrozumienie schematu.

7. W tekscie pracy (np., str. 37) pojawilo sie niepoprawne sformutowanie , koktajléw fagowych”
zamiast ,koktajli fagowych”, powtdrzone takze w innych czesciach pracy, np. opisie
metodyki pracy i omowieniu wynikow.

8. W podrozdziale 2.3.4. Aspekty prawne zwigzane z wykorzystaniem bakteriofagow
w przemysle rolno—-spozywczym na str. 39 wskazano Holandi¢ jako kraj spoza UE.

9. W podrozdziale 2.3.4. wskazano blednie, bo w sposdb uogdlniony, ze bakteriofagowy
preparat paszowy Bafasal® (Proteon Pharmaceuticals SA) jest skuteczny wobec paleczek
z rodzaju Salmonella. Preparat ten ma potwierdzona skutecznos¢ jedynie wobec szczepu
Salmonella Gallinarum B/00111 dla wszystkich gatunkéw ptakéw. Najnowsza opinia
Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczeristwa Zywnosci i Pasz dotyczaca wskazanego preparatu
(Safety and efficacy of a feed additive consisting of the bacteriophages PCM F/00069, PCM
F/00070, PCM F/00071and PCM F/00097 (Bafasal®) for all avian species (Proteon
Pharmaceuticals S.A.) EFSA Journal 2023;21(3):7861) wskazuje, ze nie mozna wyciagnac

zadnych wnioskéw na temat zdolnosci preparatu Bafasal® do zmniejszania skazenia innymi
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szczepami Salmonella enterica, serotypami lub innymi gatunkami Salmonella. Wskazano, Ze
potencjal preparatu w ograniczaniu zanieczyszczenia tusz drobiowych i/lub $rodowiska
bakteriami Salmonella spp. jest ograniczony. Ponadto Panel ds. Dodatkéw i Produktéw lub
Substancji Wykorzystywanych w Paszach dla Zwierzat (FEEDAP) zalecit plan monitorowania
po wprowadzeniu do obrotu, majacy na celu uwzglednienie potencjalnej selekgji
i rozprzestrzeniania si¢ wariantow Salmonella opornych na preparat Bafasal®.

Wnikliwe zapoznanie si¢ z zagadnieniami teoretycznymi zwigzanymi z tematyka pracy
doktorskiej umozliwily Doktorantowi na sformufowanie giéwnego celu badan, hipotez
badawczych oraz przedstawienie zalozert badawczych, ktére zdefiniowaly szczegétowe zadania
badawcze. Zostaly one przedstawione w Rozdziale 3. Pracy, ale takze w publikacjach
prezentujacych wyniki badan (P1, P2, P4 i P5). Gléwnym celem badan Pana mgr inz. Michat
Wojcickiego byla ocena mozliwosci wykorzystania bakteriofagéw litycznych w biokontroli
zywnosci minimalnie przetworzonej pochodzenia roslinnego. Zdefiniowat dwie hipotezy

badawcze w postaci:

HIPOTEZA 1: Gram-ujemne bakterie wystepujace w fanicuchu zywnosciowym cechuje nabyta
opornos¢ na powszechnie stosowane srodki przeciwdrobnoustrojowe, co decyduje o ich znacznym

udziale w transferze antybiotykoodpornosci w srodowisku zywnosci.

HIPOTEZA 2: Bakteriofagi lityczne o szerokim zakresie bakteryjnych gospodarzy sa skuteczna
metoda biokontroli bakterii saprofitycznych i patogennych, w tym wielolekoopornych,

w srodowisku zywnosci.

Badania zaplanowane przez Doktoranta obejmowaly pie¢ celéw szezegStowych, ktére

zdefiniowaly nastepujgce zadania badawcze:

1. Genetyczna  identyfikacjai  klasyfikaca ~ wybranych  szczepéw  bakterii
z rzgdu Enterobacterales wyizolowanych z fanicucha zywnosciowego.

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

3. Okreslenie aktywnosci wyizolowanych bakteriofagdw oraz zakresu bakteryjnych
gospodarzy.

4, Analize morfologiczna i charakterystyke genomiczna wytypowanych bakteriofagéw.

5. Oceng skutecznosci koktajlu bakteriofagowego w poprawie jakosci mikrobiologicznej

wybranych minimalnie przetworzonych matryc zywnoéciowych.
Na podstawie informacji zawartych w Rozdziale 4. Materiat doswiadczalny
i metody badan oraz w czesci metodycznej zalaczonych publikacji P1, P2, P4 i P5 nalezy
doprecyzowa¢, ze w ramach zaplanowanych badann Doktorant podjal prébe okreslenia skali
problemu wystepowania szczepéw antybiotykoopornych bakterii wyizolowanych z komercyjnie
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dostepnych minimalnie przetworzonych produktéw spozywczych pochodzenia roslinnego, .
rukoli, mieszanki satat z marchewka, mieszanki salat z burakiem. Zaplanowat i zrealizowat
zidentyfikowanie szczepéw paleczek Salmonella niosacych geny opornosci na antybiotyki,
wyizolowanych z réznych ogniw fanicucha Zywnosciowego na przestrzeni lat 1981-2019,
zdeponowanych w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych — Centrum Zasobéw
Mikrobiologicznych Zaktadu Mikrobiologii Instytutu Biotechnologii Przemyshu Rolno-
Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego — Panistwowego Instytutu Badawczego (IBPRS-
PIB). Nastepnie podjal probe wyizolowania ze Sciekow komunalnych wirulentnych
bakteriofagébw 1 sprawdzenia efektywnosci ich dzialania na poziomie eliminacji
(zahamowania/ograniczenia wzrostu i rozwoju), zaréwno szczepow saprofitycznych
wystepujacych w minimalnie przetworzonych produktach roslinnych oferowanych na rynku
spozywczym oraz w odniesieniu do izolatow pateczek Salmonella.

Analizujac zakres zrealizowanych badann w kontekscie zdefiniowanych hipotez
badawczych uwazam, ze Hipoteza 1 zostata sformulowana zbyt ogdlnie w odniesieniu do
wskazania bakterii Gram-ujemnych. Zakres prac obejmowat charakterystyke tylko bakterii
z rzedu Enterobacterales, ktére przeciez nie sa jednymi przedstawicielami pateczek Gram-
ujemnych w taiicuchu Zywnosci. Zatem tylko w odniesieniu do bakterii z rzedu Enterobacterales
hipoteza zostata zweryfikowana. Ponadto w zadaniu badawczym nr 5 powinna by¢ mowa o ocenie

skutecznosci koktajli bakteriofagowych (nie jednego).

Zwracam w tym miejscu réwniez uwage, ze Norma ISO 22000 definiuje taricuch zywno$ciowy
jako sekwencje etapéw i proceséw majacych miejsce w produkeji, przetworstwie, dystrybugji,
magazynowaniu i postepowaniu z zywnoscig oraz jej skfadnikami, poczawszy od produkcji
pierwotnej az do konsumpcji. Wyréznia si¢ szereg ogniw skladajacych sie¢ na fancuch
zywnosciowy, poczawszy od producentéw plodéw rolnych, producentéw pasz, producentéw
pierwotnych, przetwdércow zywnosci, kolejnych przetworcow zywnosci, hurtownikow,
sprzedawcow zywnosci i innych. Zrealizowane przez Pana mgr inz. Michata Wéjcickiego badania
mialy szeroki zakres, jednakze trochg na wyrost jest stwierdzenie Doktoranta zawarte w Rozdziale
3. na str. 41: ,Okredlitem skale problemu wystepowania szczepéw antybiotykoopornych
w taiicuchu zywnosciowym”, poniewaz zrealizowane badania nie dotyczyly wszystkich ogniw
taricucha zywnosciowego. Jest to z mojej strony oczywiscie tylko uwaga konstruktywna, aby
unika¢ tego rodzaju uogdlnien w przyszilosci. W zaden sposéb nie umniejszam znaczenia
i ogromu zrealizowanych badan.

W kolejnym Rozdziale 4. Material doswiadczalny i metody badan, Doktorant przedstawit
materiat badawczy, a w sposdb syntetyczny na pieciu schematach, metody badan odpowiadajace

poszczegdlnym zadaniom badawczym, wskazujac odpowiadajace tym zadaniom publikacje
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(publikacje P1, P2, P4, P5). Zadania analityczne byty bardzo szerokie, obejmowaty wykorzystanie

bardzo r6znorodnych technik i procedur badawczych, ktére pozwolity na:

j

10.
11.

12.

13.

14.

Oceng jakosci mikrobiologicznej minimalnie przetworzonych produktéw roglinnych
podczas chlodniczego przechowywania;

Identyfikacje taksonomiczng szczepéw bakteryjnych (analiza genetyczna 16S rDNA, profil
proteomiczny z wykorzystaniem MALDI-TOF-MS, sekwencjonowanie catych genoméw
wybranych szczepéw bakterii, podtypowanie pateczek Salmonella z wykorzystaniem
elektroforezy zelowej w polu pulsacyjnym po cigciu enzymem restrykcyjnym Xbal),
Serotypowanie pateczek z rodzaju Salmonella,

Detekcje genéw wirulencji pateczek Salmonella,

Badanie fenotypowej wrazliwosci wyizolowanych szczepéw bakterii na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe,

Oznaczenie profilu genotypowej opornosci na antybiotyki oraz badanie przesiewowe pod
katem wykrywania szczepdw wytwarzajacych p-laktamazy,

Izolacje, namnazanie i oczyszczanie bakteriofagdw, okreslenie spektrum litycznego dla
wyizolowanych bakteriofagéw, badanie parametréw fizjologicznych fagéw (krzywe
jednostopniowego wzrostu, krzywe adsorpgji do komdrek bakteryjnych gospodarzy, state
szybkosci adsorpcji);

Okreslenie zmian w kinetyce wzrostu bakteryjnych gospodarzy po infekcji fagowej;
Okreslenie  wplywu czynnikéw  srodowiskowych na zachowanie aktywnodci
bakteriofagow;

Okreslenie morfologii wirionow fagowych;

Wyizolowanie genowego DNA bakteriofagéw oraz zsekwencjonowanie genoméw i ich
analize bioinformatyczna;

Aplikacje  koktajli fagowych na/do minimalnie przetworzone/-ych matryc/-e
zywnosciowych/-e (metoda natryskowa i wktadka absorpcyjna nasaczona biopreparatem);
Ocene skutecznosei koktajlu bakteriofagowego w poprawie jakosci mikrobiologicznej
wybranych minimalnie przetworzonych matryc zywnosciowych na podstawie zmian
liczby okreslonych bakterii;

Analizg statystyczng uzyskanych wynikéw badan.

Wskazany zakres oznaczen podkresla ogrom wykonanych prac badawczych,

umiejetnos¢ planowania badan i bardzo dobra organizacje pracy Doktoranta.

Nalezy tu zaznaczy¢ takZe bardzo obszerny materiat biologiczny badan, bowiem

wyizolowano 43 bakteriofagi, dla ktorych okreslano bakteryjnych gospodarzy, za$ 6 wybranych

poddano doktadnej charakterystyce genetycznej i morfologicznej (publikacje P11 P5), a nastepnie
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fagi w postaci koktajli lub wybrane pojedyncze wykorzystano w badaniach oceny skutecznosci
eliminagji bakterii zanieczyszczajacych produkty minimalnie przetworzone (razem 7 produktow).
Ponadto z zywnosci minimalnie przetworzonej wyizolowano 43 bakterie saprofityczne, wszystkie
poddajac identyfikacji taksonomicznej w oparciu o analize genetyczng i proteomiczna,
charakterystyce profili opornosci na wybrane antybiotyki oraz okresleniu mechanizméw

antybiotykoodpornosci. Podobny zakres analiz dotyczyt 54 izolatoéw paleczek Salmonella.

Reasumujac, opracowane przez Doktoranta szczegolowe zalozenia badawcze
i plan badawczy przedstawione w dysertacji, potwierdzaja zar6wno og6lna wiedze teoretyczna
Pana mgr inz. Michata Wojcickiego w zakresie tematyki rozprawy, jak i umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

W ramach uwag do tej czeéci pracy pragne wskazaé, Zze bardzo pomocne byloby
zamieszczenie na schematach prezentujgcych metodyke poszczegolnych zadan badawczych
bardziej szczegotowych informacji dotyczacych materiatu biologicznego (np. liczba szczepéw
bakterii i fagébw poddawanych konkretnym analizom), jak i nazw minimalnie przetworzonych
produktéw roslinnych. Bardzo pomocne byloby takze wskazanie parametréw doswiadczen, tj.
warunkéw przechowywania minimalnie przetworzonych produktéw roslinnych, czy tez czasu
dziatania czynnikéw fizycznych na bakteriofagi w procedurze okreslajacej ich aktywnosc
i stabilno$é. Czytelnik musi w tym zakresie odnosi¢ si¢ do wyjasnienn znajdujacych sig
w zalaczonych publikacjach P2 i P5, co jest troche uciazliwe.

Analiza zaprezentowanej w rozprawie metodyki badan nasuneta nastepujace pytania:

1. Dlaczego zdecydowano si¢ na okreslenie stabilnosci aktywnosci bakteriofagéw tylko
po czasie 1 godziny dziatania temperatury w zakresie chfodniczego przechowywania.
Zastanawiajace jest takie podejscie ze wzgledu na rzeczywisty czas przechowywania
produktéw minimalnie przetworzonych. Prosze o wyjasnienie tej kwestii.

2. Biorgc pod uwage praktyczne warunki przechowywania produktéw minimalnie
przetworzonych, zastanawiajace jest dlaczego zdecydowano sie bada¢ skutecznosé
bakteriofagéw w eliminacji bakterii w produktach takich jak, rukola, mieszanka safat
z marchewka lub burakiem oraz szpinak w czasie przechowywania temperaturze
w 20°C. Jednoczesnie w przypadku soku marchwiowo-jabtkowego byly to dwie
temperatury (4°C i 20°C), a dla soku wytworzonego z marchwi, mango i jabtek tylko
temp. 4°C. Prosze o wyjasnienie takiego podejscia.

Omowienie wynikow badan przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Pana mgr

inz. Michata W¢jcickiego oparto na publikacjach P1, P2, P4 oraz P5, stanowigcych tematycznie
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zwiazany materiat dysertacji. Ta czgs¢ pracy zawarta zostata w Rozdziale 5. Omdwienie osiggnie¢
badawczych przedstawionych do oceny. Oméwienie wynikéw przygotowano w podrozdziatach
korespondujacych z pigcioma celami szczegétowymi pracy, czyli jej zadaniami badawczymi.
W podrozdziale 5.1. przedstawiono wyniki dotyczace jakosci mikrobiologicznej minimalnie
przetworzonych produktéw roslinnych wybranych do badan, jak réwniez wyniki szczegdtowej
identyfikaqji i klasyfikagji 43 szczepéw bakterii z rzedu Enterobacterales wyizolowanych z tych
produktéw (publikacja P1). Przedstawiono ponadto wyniki szczegotowej identyfikacji 54
szczepow pateczek Salmonella zdeponowanych na przestrzeni lat 1981-2019 w kolekgji czystych
kultur Instytutu, w ktéorym Doktorant realizowal badania. Byly to izolaty odzwierzece,
z pomieszczen do hodowli zwierzat, linii produkcyjnych Zywnosci, z produktéw spozywczych,
jak rowniez od hospitalizowanych pacjentéw (publikacje P4 oraz P5). Warte podkreslenia jest to,
ze w celu potwierdzenia serowardéw paleczek Salmonelln Doktorant podjat wspdtprace
miedzynarodowa z Instytutem Pasteura w Paryzu, jednakze raport z tych badan jeszcze nie zostat
przekazany. Wszystkie nowo wyizolowane szczepy bakterii saprofitycznych zdeponowano
w Kolekeji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych — Centrum Zasobéw Mikrobiologicznych
Zaktadu Mikrobiologii IBPRS-PIB. Sekwencje regionu genu 165 rDNA wszystkich szczepdw
wykorzystanych w badaniach oraz dwa kompletne genomy pateczek Salmonella (4. S.I (6,8:,1,7)
KKP 1762 oraz S. Typhimurium KKP 3080) zdeponowano w bazie danych GenBank.

W podrozdziale 5.2. oméwiono syntetycznie wyniki badan nad okresleniem profili
opornosci na wybrane antybiotyki oraz mechanizméw antybiotykoopornosei bakterii
z rzedu Enterobacterales wyizolowanych lub charakteryzowanych przez Doktoranta.,
W publikacji P3 Doktorant podsumowal aktualny stan wiedzy dotyczacy molekularnych
mechanizmow kontrolujacych ekspresje genéw zwiazanych antybiotykoopornoscia palteczek
z rodzaju Salmonella. W publikacji P4 przedstawiono natomiast wyniki badain wiasnych nad
okresleniem profili opornosci na antybiotyki wsréd autochtonicznych szczepdéw paleczek
z rodzaju Salmonella wyizolowanych na przestrzeni lat z réznych ogniw lanicucha zywnosciowego.
Okreslono  profil  fenotypowej  opornosci na  dwadzieécia  osiem  $rodkéw
przeciwdrobnoustrojowych nalezacych do osmiu réznych klas antybiotykéw, wykrywajac
szczepy wielolekooporne. Przedstawiono takze wyniki analizy genotypowego profilu opornosci.
Doktorant przedstawil ponadto wyniki poszukiwania w genomach badanych szczepéw
Salmonella gendw zwigzanych z patogennoscia oraz obecnoscig gléwnych mechanizméw
opornosci na f-laktamy. Fenotypowa opornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe omdwiono
takze na podstawie wynikéw otrzymanych dla panelu szczepéw bakterii saprofitycznych
(publikacja P2).
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Wyniki uzyskane w ramach wskazanych wyzej zadan badawczych pozwolily
Doktorantowi na potwierdzenie pierwszej hipotezy badawczej w odniesieniu do bakterii Gram-
ujemnych z rzedu z rzedu Enterobacterales.

Na podstawie wynikéw pierwszych dwoch zadan badawczych podjeto probe izolacji
bakteriofagéw przeciwko dominujagcym w badanych produktach bakteriom z rodziny
Enterobacteriaceae oraz charakteryzowanym pateczkom Salmonella, opornym na antybiotyki.
W podrozdziale 5.3. Okreslenie aktywnosci wyizolowanych bakteriofagéw oraz zakresu
bakteryjnych gospodarzy oméwiono wyniki charakterystyki bakteriofagdw specyficznych wobec
43 bakterii saprofitycznych pochodzacych z zZywnosci minimalnie przetworzonej pochodzenia
roslinnego (publikacja P2). Przedstawiono wyniki wszystkich bakteryjnych gospodarzy dla
fagéw, miana poszczegdlnych lizatow fagowych, wyglad tworzonych przez nie lysinek,
usrednione wyniki zmian gestosci optycznej mikrohodowli bakterii z bakteriofagami przy dwaoch
wspolezynnikach infekcji oraz wspdlczynnik wiasciwej szybkosci wzrostu (u) zainfekowanych
szczepdw bakteryjnych gospodarzy w poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi. Dla czterech
wytypowanych bakteriofagéw wskazano spektrum lityczne oraz wyniki wpltywu czynnikow
srodowiskowych (pH, temperatura, UV) na ich aktywnos¢ lityczng (publikacja P1, poza
wynikami dla dzialania UV). Zaprezentowano i omoéwiono wyniki uzyskane w odniesieniu do
aktywnosci wyizolowanych bakteriofagéw specyficznych wobec dwoéch wielolekopornych
szczepow Salmonella. Wyniki dotycza takze spektrum litycznego, jednoetapowych krzywych
wzrostu fagow (wskazanie okresu latencji i wielkosci wyrzutu), stalych szybkosci
adsorpcji k i wspdtczynnikéw adsorpcji, kinetyki wzrostu dla bakteryjnych gospodarzy przy
szerokim zakresie wspdlczynnikow infekgji oraz wpltywu temperatury, pH i UV na aktywnos¢
dwoch badanych fagéw bakterii Salmonella.

W podrozdziale 5.4 Analiza morfologiczna i charakterystyka genomiczna wytypowanych
bakteriofagéw przedstawiono omoéwienie wynikow opublikowanych w publikacji P1, ktore
dotycza dokladnej charakterystyki Enterobacter phage KKP 3262, Serratin phage KKP 3264,
Citrobacter phage KKP 3664 i Enterobacter phage KKP 3263 oraz Salmonella phage KKP 3829
i Salmonella phage KKP 3830 (publikacja P5). Wyniki te dotycza morfologii opisanej
z wykorzystaniem obrazowania w transmisyjnym mikroskopie elektronowym oraz poznanej
przez Doktoranta sekwencji pelnych genomoéw wskazanych bakteriofagéw. Genomy badanych
fagéw zdeponowano pod numerami akcesyjnymi OK210076, OK210074, OK210077 oraz OK210075
odpowiednio dla Enterobacter phage KKP 3262, Enterobacter phage KKP 3263, Serratia phage KKP
3264 oraz Citrobacter phage KKP 3664 oraz OQ674105 dla Salmonella phage KKP 3829 i 0Q674106
dla Salmonella phage KKP 3830. Bardzo ciekawe sa wyniki badan genetycznych wskazanych fagow
w zakresie wystepowania wielu genow kodujacych biatka hipotetyczne, czyli o nieznanej funkgji.

Uzyskane przez Pana mgr inz. Michata Wojcickiego wyniki badan podkreslaja zasadnosc
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i ogromng potrzebe realizacji badan genetycznych nad bakteriofagami, réwniez w kontekscie
bezpieczenstwa ich stosowania.

Podrozdziat 5.5. poswigcono przedstawieniu i oméwieniu wynikéw z zakresu oceny
skutecznosci koktajli bakteriofagowych w poprawie jakosci mikrobiologicznej wybranych
minimalnie przetworzonych matryc zywnosciowych. Wyniki dotyczg oceny skutecznosci koktajlu
fagowego (sktadajacego sig ze wszystkich 43 wyizolowanych bakteriofagéw specyficznych wobec
bakterii saprofitycznych) do redukgji ogdlnej liczby bakterii — publikacja P2. Nastepnie oméwiono
i przedyskutowano wyniki dotyczace skutecznos¢ pojedynczych fagéw oraz czterofagowego
koktajlu ukierunkowanego na eliminacje paleczek z rodzaju Salmonella na przykladzie dwdch
rodzajach sokéw minimalnie przetworzonych: marchwiowo-mango—jabtkowym utrwalanym
HHP (przy 600 MPa) oraz surowym soku marchwiowo-jabtkowym (publikacja P5). Rozdziat
Autor koniczy rozwazaniami na temat koniecznosci kontynuacdji podjetych badan, wskazujac jakie

dzialania badawcze powinny by¢ jeszcze podjete.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki w ramach zadan badawczych 3, 4 oraz 5 pozwolily
potwierdzic drugg hipoteze badawcza wskazujaca, ze bakteriofagi lityczne o szerokim zakresie
bakteryjnych gospodarzy sa skuteczng metoda biokontroli bakterii saprofitycznych i patogennych,

w tym wielolekoopornych, w srodowisku Zywnosci.

Podczas czytania omowienia wynikéw badan badan ocenianej rozprawy nasunely sie

nastepujgce uwagi i pytania:

1. W podrozdziale 5.1 Genetyczna identyfikacja i klasyfikacja wybranych szczepéw bakterii
z rzedu Enterobacterales wyizolowanych z taricucha zywnosciowego, na podstawie
publikacji P4 wskazano, ze dla siedmiu szczepéw Salmonella nie uzyskano wzoru
restrykcyjnego stosujac elektroforeze zelowa w pulsacyjnym polu. Zgodnie z metodyka
badan w procedurze PFGE zastosowano enzym Xbal. Rodzi si¢ tu pytanie, czy sprawdzano
wzory dla innych enzyméw restrykcyjnych zalecanych dla bakterii Salmonella, np.
BInl/Avrlli Spel?

2. W odczuciu recenzentki troche dyskusyjne jest stwierdzenie zawarte na stronach 49-50
(podrozdziat 5.1) w postaci: ,,Analiza MALDI-TOF-MS w przypadku kilku szczepéw
zaklasyfikowata je do poziomu rodzaju, co moglo mieé zwigzek z technologia
przetwarzania Zzywnosci (np. podczas obrébki produktéw spozywczych komorki
bakteryjne moga zosta¢ uszkodzone, co wplywa na wynik identyfikacji na podstawie
profili biatkowych). Pytanie, z jakiej bazy proteomicznej korzystano w przypadku analizy
MALDI-TOF-MS (nie podano tej informacji w metodyce badan). By¢ moze jej ograniczenie
spowodowalo niedostateczna identyfikacje analizowanych bakterii.

3. W opisie rysunku 2 w publikacji P1 wkradt si¢ btad, bowiem wskazano inng dtugos¢ fali

pomiardw gestosci optycznej hodowli bakterii w poréwnaniu z opisem metodyki badar.
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4. W podrozdziale 5.5 (str. 65) Doktorant wskazuje, ze: ,, Zastosowany koktajl fagowy dziatat

w réznym stopniu, w zaleznodci od metody aplikacji i matrycy Zywnosciowej”.
Stwierdzenie to nalezatoby uzupeni¢ o wptyw czasu przechowywania préb, szczegolnie
w kontekscie metod aplikacji koktajlu fagowego.

W podrozdziale 5.5 (str. 65), jak réwniez w publikacji P2, Doktorant wskazuje, ze:
»Zastosowanie koktajlu fagowego do mieszanki satat z marchewka istotnie zredukowato
poziom ogolnej liczby bakterii dopiero po 48h, przy czym wkladka absorpcyjna
ograniczyta wzrost bakterii w produkcie skuteczniej niz natrysk.”. Analizujagc wyniki
zamieszczone w tabeli 6 w publikacji P2 nie mozna si¢ jednak zgodzi¢ ze stwierdzeniem,
ze sposob aplikacji miat wptyw na skutecznos¢ dziatania preparatu bakteriofagowego. Dla
wszystkich analizowanych produktéw po 48h przechowywania préb brak jest istotnych
statystycznie réznic miedzy wynikami z obu sposobéw aplikacji koktajlu. Zatem réwniez
w przypadku mieszanki safat z burakiem nie powinno pas¢ stwierdzenie, ze bezposredni
natrysk w poréwnaniu do wkladki absorpcyjnej skuteczniej ograniczyt wzrost bakterii
w produkcie. Natomiast taka roéznice mozna zauwazy¢ po krotszym czasie
przechowywania, np. rukoli (po 24h), czy szpinaku niemytego (po 6h).

W odniesieniu do braku skutecznosci koktajlu w biokontroli mikroflory szpinaku mytego
oraz niemytego, rodzi si¢ pytanie, czy na nieuzyskanie redukcji ogdlnej liczby bakterii mogt
mie¢ takze wplyw sklad chemiczny surowca?

Zasadnicza cze$¢ rozprawy zamyka Rozdziat 6. Stwierdzenia i wnioski, w ktérym

przywotano gtéwny cel badan i odniesiono sie do postawionych hipotez badawczych. W rozdziale

zawarto 10 punktéw prezentujacych wynikajace z przeprowadzonych badan konkluzje,

skorelowane z celem pracy i szczegotowym jej zakresem.

Do najwazniejszych osiagniec ocenianej pracy mozna zaliczy¢:

1.,

Dokonanie szczegotowej charakterystyki genetycznej zakonczonej uzyskaniem sekwencji
pelnych genomdéw bakteriofagéw Enterobacter phage KKP 3262 (vB_Ecl-IAFB3262),
Enterobacter phage KKP 3263 (vB_Elu-IAFB3263), Serratia phage KKP 3264 (vB_Sfo-
IAFB3264), Citrobacter phage KKP 3664 (vB_Cfr-IAFB3664), Salmonella phage KKP 3829
oraz Salmonella phage KKP 3830, charakterystyke morfologiczna oraz charakterystyke
zjadliwosci tych fagéw, przy wskazaniu braku mozliwych czynnikéw wirulencji badanych
bakteriofagéw (w swietle aktualnej wiedzy).

Doktadng charakterystyke taksonomiczna oparta na badaniach genetycznych
i proteomicznych tacznie 97 szczepdéw bakterii z rzedu Enterobacterales wyizolowanych
z tancucha produkgji Zywnosci, zakonczona zdeponowaniem w bazie danych GenBank
sekwengji regionu genu 165 rDNA wszystkich szczepéw oraz dwoch kompletnych
genomow pateczek Salmonella S.1(6,8:1,—:1,7) KKP 1762 oraz S. Typhimurium KKP 3080.
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3. Okreslenie profili fenotypowej opornosci na dwadzie$cia osiem érodkéw
przeciwdrobnoustrojowych nalezacych do o$miu réznych klas antybiotykéw, dla 97
szczepow  bakterii z rzedu Enterobacterales wyizolowanych z taricucha produkgji
zywnosci, co zakoriczylo sie wskazaniem wystepowania szczepéw wielolekoopornych
wsrod pateczek Salmonella oraz bakterii saprofitycznych.

4. Opracowanie koktajli fagowych ograniczajacych rozwéj badanych bakterii saprofitycznych
oraz Salmonells w testowanych produktach roslinnych o minimalnym stopniu

przetworzenia.

Podsumowujac czes¢ pracy doktorskiej Pana mgr inz. Michata Wojcickiego prezentujgcej
uzyskane wyniki, nalezy podkresli¢ raz jeszcze, ze Autor rozprawy doktorskiej podjat wazne
i aktualne badania, zwigzane z doktadnym poznaniem biologii wyizolowanych bakteriofagdw,
ich aktywnoscia lityczna oraz mozliwoscia wykorzystania w  biokontroli mikroflory
zanieczyszczajacej produkty roslinne o minimalnym stopniu przetworzenia, ze szczegdlnym
uwzglednieniem bakterii wielolekoopornych. Zrealizowane badania zakoniczyly sie uzyskaniem
interesujacych wynikéw. Stanowia oryginalne rozwiazanie problemu naukowego, ale rowniez
praktycznego z zakresu ksztaltowania jakosci i bezpieczenstwa zywnosci. Wyniki tych badan
moga stac sie w przyszlosci podstawa innowacyjnego rozwiazania w praktyce przemyslowej, co
niewatpliwie wymaga jeszcze kontynuacji badan, szczegélnie w zakresie optymalizacji
aktywnosci preparatéw fagowych i oceny bezpieczenstwa ich stosowania.

Podsumowanie wraz z konkluzja koficowa oceny

Recenzowana rozprawa mgr inz. Michata Wojcickiego, zatytutowana ,Wykorzystanie
potencjatu bakteriofagébw w biokontroli wybranych bakterii z rzedu Enterobacterales
wystepujacych w faricuchu zywnosciowym”, wykonana w Instytucie Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywezego im. prof. Wactawa Dabrowskiego — Panistwowym Instytucie Badawczym
w Warszawie pod kierunkiem dr hab. Edyty Juszczuk-Kubiak, prof. IBPRS-PIB oraz dr hab. inz.
Barbary Sokotowskiej, prof. IBPRS-PI stanowi oryginalne rozwiazanie problemu badawczego.

Wszystkie zaplanowane przez Autora zadania badawcze zostaly zrealizowane. Zaréwno
rezultaty doswiadczen, jak i wynikajace z nich wnioski sg innowacyjne i maja znaczenie
praktyczne. Autor wykazat si¢ samodzielnoscia i umiejetnoscia podjecia i interpretacji zadan
badawczych, wpisujac swoje osiggniecie badawcze i naukowe w aktualne trendy w zakresie
technologii Zywnosci i zywienia. Jednoczesnie, zakres i sposéb przeprowadzonych badari dowodzi
ogolnej wiedzy teoretycznej doktoranta, $wiadczy o wyjatkowej umiejetnosci Pana mgr inz.
Michata Wéjcickiego do planowania i przeprowadzenia eksperymentéw, ich interpretacji

i dyskusji naukowej na §wiatowym poziomie, co pozwolito na merytoryczne wnioskowanie.
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W mojej ocenie przedstawiona do recenzji dysertacja odpowiada wymaganiom
stawianym rozprawom doktorskim na stopien naukowy doktora. W zwiazku
z powyzszym przedkladam Radzie Naukowe]j Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego - Panstwowego Instytutu Badawczego

w Warszawie wniosek o jej przyjecie i dopuszczenie Autora do publicznej obrony.

Ponadto, biorac pod uwage kompleksowos¢ i szeroki zakres badan, ich
interdyscyplinarnos¢, dominujacy udzial Pana mgr inz. Michala Wojcickiego w ich realizacji,
jako$¢ uzyskanych wynikéw, znaczenie naukowe i praktyczne oraz rozpowszechnienie wynikow
badan w wysoko punktowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym i wysokim
wspdtczynniku oddziatywania, przedktadam wniosek formalny do Rady Naukowej Instytutu
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Waclawa Dabrowskiego -
Pafistwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o wyréznienie pracy doktorskiej Pana mgr
inz. Michala Wojcickiego.

B ol

Anna Bzducha-Wrdbel
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