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Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr. inz. Michata Jakuba Wdjcickiego
pt. Wykorzystanie potencjatu bakteriofagéow w biokontroli wybranych bakterii z rzedu
Enterobacteriales wystepujacych w tancuchu zywnosciowym

Opracowanie niniejszej recenzji zostato wykonane zgodnie z uchwalg Rady
Naukowej Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. Profesora Wactawa
Dabrowskiego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie z dnia 24.10.2023 r. o
powotaniu mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej pana mgr inz. Michata Jakuba
Wojcickiego, ubiegajacego sie o stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w
dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia. Przedstawiona do recenzji dysertacja
doktorska zostata napisana pod kierunkiem pani dr hab. Edyty Juszczak-Kubiak, prof.
IBPRS-PIB | pani dr hab. inz. Barbary Sokotowskiej, prof. IBPRS-PIB w Zaktadzie
Mikrobiologii IBPRS-PIB w Warszawie.

W ostatnim okresie odnotowuje sie wzrost zapotrzebowania na zywnosc¢ o

minimalnym stopniu przetworzenia. W chwili obecnej konsumenci poszukujg produktow o
niskim stopniu przetworzenia, cechujacych sie wysokg wartoscig odzywcza, korzystnym
wptywem na zdrowie oraz utrzymaniem waloréw organoleptycznych. Produkcja
bezpiecznej zywnosci o minimalnym stopniu przetworzenia, charakteryzujacej sie
pozadana jakoscig i przydatnoscig do spozycia, wymaga opracowania lub doskonalenia
innowacyjnych, niekonwencjonalnych metod przetwarzania przez sektor spozywczy.
Obserwuje sie obecnie tendencje do ograniczania stosowania technik fizycznych i
chemicznych w procesach konserwacji zywnosci na rzecz metod biologicznych. Wsréd
obiecujacych srodkow biokontroli, majgcych na celu poprawe trwatosci $wiezych owocow i
warzyw, znajdujg sie bakterie kwasu mlekowego. W szczegolnosci wykazujace zdolnosc¢ do
produkcji bakteriocyn, substancji o strukturze biatkowej, posiadajacej dziatanie
bakteriobodjcze lub bakteriostatyczne. Inng metodg biologiczng konserwacji zywnoséci jest
wykorzystanie specyficznych, scidle litycznych bakteriofagow.

Obecnie problem wielolekoopornosci bakteryjnej stanowi istotne globalne wyzwanie
i jedno z priorytetowych zagadnien w dziedzinie ochrony zdrowia ludzkiego. Terapia
fagowa, czyli wykorzystanie fagéw i/lub ich enzymow do zwalczania infekcji bakteryjnych,
prezentuje istotne przewagi nad antybiotykoterapia. Podobnie, bakteriofagi stanowi¢ moga
czynnik stosowany do biokontroli zakazen bakteryjnych w tancuchu spozyweczym. Pomimo
licznych korzysci zwigzanych z zastosowaniem fagdw, istniejg réwniez pewne zagrozenia,
ktore nalezy uwzgledni¢ podczas typowania fagow w procesie opracowywania
biopreparatow, majacych na celu skuteczng biokontrole.
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W opracowywaniu preparatdéw fagowych do zastosowarn medycznych lub biokontroli
bakterii w produktach spozywczych i obszarach produkcyjnych, stosuje sie starannie
wyselekcjonowane, Scisle lityczne bakteriofagi. Dlatego tez nalezy uznalé wybdr tej
tematyki przez doktoranta jako wysoce uzasadniony. W mojej ocenie, przedstawione w
dysertacji wyniki badan wnoszg istotny wktad do rozwoju technologii zywnosci i zywienia,
a w szczegolnosci bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci. Dodatkowo, przyczynia
sie do poszerzenia bazy wiedzy w obszarze omawianej dyscypliny poprzez dostarczenie
nowych informacji zwigzanych z przedmiotem badan. Jednoczesnie proponuje praktyczne
rozwigzania aplikacyjne, ktdre mogg by¢ wykorzystane przez przedsiebiorcow dziatajacych
w sektorze spozywczym.

Rozprawa doktorska pana mgr inz. Michata Jakuba Wojcickiego, ktéra stanowi
podstawe do ubiegania sie o stopien naukowy doktora w dyscyplinie technologia zywnosci
i zywienia, ma charakter zbioru opublikowanych i powigzanych tematycznie pieciu
artykutdw naukowych stanowiacych osiggniecie naukowe. W przedstawionej do recenzji
pracy pisemnej zostat on opatrzony monotematycznym komentarzem przygotowanym w
jezyku polskim. Zawiera on wstep z uzasadnieniem potgczenia wskazanych publikacji w
jeden cykl, okreslenie hipotez i celu pracy, skrdécony opis materiatow i metod, omowienie
gtéwnych osiagnie¢, wnioski oraz bibliografie. Ponadto rozprawa zawiera kopie publikacji
przedktadanych do oceny i oswiadczenia o wkiadzie poszczegdinych autordow w ich
powstanie. Przedtozony do oceny zbidr pieciu oryginalnych artykutdw naukowych, to prace
opublikowane w latach 2021-2023 w indeksowanych czasopismach naukowych ujetych w
liscie JCR i wykazie Ministra Edukacji i Nauki. We wszystkich pracach doktorant jest
pierwszym autorem i w wigkszosci korespondencyjnym. Udziat wiasny w opracowaniu
przedstawionych do oceny artykutow naukowych, zgodnie z zataczonymi oéwiadczeniami,
nie budzi watpliwosci co do kluczowej roli doktoranta. Publikacja przeglgdowa (Pathogens.
2021;10(7):801) dotyczaca transkrypcyjnej regulacji opornoéci Salmonellia na antybiotyki
W moim uznaniu niepotrzebnie zostata wtaczona do dzieta. Jest ona tematycznie najstabiej
zwigzana z jego gtownym zagadnieniem, a wytgczenie jej z cyklu stanowigcego podstawe
o ubieganie sie o nadanie stopnia doktora nie spowodowatby obnizenia jakosci
prezentowanych badan. Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji praca spetnia wymagania
formalne dotyczace osiggniecia w przewodzie doktorskim.

CzesC eksperymentalna pracy jest poprzedzona rozdziatem ‘Przeglad
pismiennictwa’. Stanowi on zwiezty i obrazowy opis wszystkich istotnych aspektow
poruszanych w pracy doktorskiej. Dzieki czemu czytelnik jest wprowadzony w aktualny
stan wiedzy odnosnie przeprowadzonych badan.

Gtéwnym celem badan opisanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej byta ocena
mozliwosci wykorzystania bakteriofagdéw litycznych w kontekscie biokontroli zywnosci
minimalnie przetworzonej pochodzenia roslinnego. Doktorant zdefiniowat zakres'problemu
zwigzanego z obecnoscig szczepdéw antybiotykoopornych w tancuchu zywnosciowym.
Nastepnie, dokonat izolacji litycznych bakteriofagdw, ocenit efektywnosc¢ ich dziatania w
kontekscie eliminacji (zahamowania/ograniczenia wzrostu i rozwoju) zaréwno szczepow
saprofitycznych, jak i patogennych, obecnych w wybranych minimalnie przetworzonych
produktach rodlinnych dostepnych na rynku spozywczym. Badania obejmowaty
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molekularng (genetyczng i proteomiczng) identyfikacje wybranych szczepow bakterii z
rzedu Enterobacterales, wyizolowanych gtownie z taricucha zywnosciowego. Dodatkowo,
przeprowadzit okreslenie profili opornosci na wybrane antybiotyki oraz analize
mechanizmow antybiotykoopornosci pateczek z rzedu Enterobacterales. Nastepnie, okreslit
aktywnos¢ wyizolowanych bakteriofagow i zbadat zakres ich bakteryjnych gospodarzy.
Przeprowadzit réwniez w ramach opisanych badan analize morfologiczng oraz
charakterystyke genomiczng wytypowanych bakteriofagow. Ostatecznie, dokonat oceny
skutecznosci pojedynczych fagdw i mieszaniny w poprawie jakosci mikrobiologicznej
wybranych minimalnie przetworzonych matryc zywnosciowych.

W odniesieniu do polskojezycznego opracowania do cyklu artykutéw naukowych chciatbym
wskaza¢ jako niewlasciwe zastosowanie okreslenia ‘namnazanie’ wzgledem wirusdw.,
Wirusy, nie bedac organizmami zywymi, a jedynie kompleksami nukleo-proteinowymi,
replikuja/powielaja sie. Podobnie okreslenie ‘cykl infekcyjny’ proponowatbym zamieni¢ na
‘cykl replikacyjny’. Infekcja jest poczatkowym etapem cyklu replikacyjnego -
rozpoznaniem komorki gospodarza i wprowadzeniem do jej wnetrza kwasu nukleinowego.
Zbyt skrotowe, a przez to niepoprawne sa okreslenia ,oporno$¢ na uszkodzenia
makrofagéw”, ,opornos¢ na zabijanie dopetniacza” oraz ,inwazji bakterii na komorki
ssakow” (s. 53).

Celem badan opisanych w pierwszym artykule naukowym z cyklu (Int J Mol Sci.
2021; 22(22):12460), byta izolacja i kompleksowa charakterystyka nowych bakteriofagow
o aktywnosci litycznej wobec bakteryjnej mikroflory saprofitycznej minimalnie
przetworzonych produktéw roslinnych, takich jak mieszane sataty lisciaste. Sposrod 43
bakteriofagdw wyizolowanych z miejskich sciekéw, cztery z nich (fag Enterobacter KKP
3263, fag Citrobacter KKP 3664, fag Enterobacter KKP 3262 i fag Serratia KKP 3264)
wykazaty aktywnos¢ lityczng wobec wybranych szczepow bakterii. Badania metoda
mikroskopii transmisyjnej i sekwencjonowania genomu wykazaty, ze sg one cztonkami
rodzin Autographiviridae (KKP 3263) i Myoviridae (KKP 3664, KKP 3262, KKP 3264).
Genom tych bakteriofagdw zlokalizowany byt na liniowych dwuniciowych czasteczkach DNA
o réznych wielkosciach. Nie wykazano w ich obrebie obecnosci genéw opornosci na
antybiotyki, czynnikéw  wirulencji, integrazy, rekombinazy ani  represordw,
charakterystycznych dla wiruséw lizogennych. Fag Serratia KKP 3264 wykazat najwieksze
hamowanie wzrostu bakterii Serratia fonticola KKP 3084. Bakteriofagi utrzymaty swojg
aktywnos¢ lityczng w szerokim zakresie temperatur (od -20°C do 50°C) i zakresach
odczynu (pH od 4 do 11). Wyniki wskazujg, ze bakteriofagi te moga stanowi¢ potencjalne
narzedzie biologicznej kontroli wobec bakteryjnej mikroflory saprofitycznej w minimalnie
przetworzonych produktach roslinnych. Praca ta poza walorami naukowymi posiada
wartos¢ dodang jakg jest charakterystyka wyizolowanych bakteriofagéw pod katem ich
potencjalnych zastosowan aplikacyjnych. Aczkolwiek, lektura tego artykutu nasuneta mi
kilka watpliwosci i pytan.
W artykule tym znajduje sie stwierdzenie: 'Sposrod testowanych fagdw, tysinki faga
Enterobacter KKP 3263 przeciwko Enterobacter ludwigii KKP 3083 miaty najwieksza
$rednice. Jest to zwigzane z rozmiarem faga..’ i ...Fagi Enterobacter KKP 3263 miaty
najmniejszy rozmiar (103,9 nm); dlatego tez najtatwiej dyfundowatly w miekkim agarze i
skuteczniej infekowaty sasiednie bakterie’. Przy czym niewiele mniejszg $érednice majq
tysinki przedstawione na tym samym rysunku pochodzace z infekcji fagiem Enterobacter
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KKP 3262 o dwukrotnie wigkszym rozmiarze. Natomiast najmniejsze tysinki generowaty
fagi Citrobacter KKP3664 (o posredniej wielkosci). Fagi KKP 3263 generuja o wiele wiekszej
srednicy strefe ‘halo’, ktéra pozbawiona jest czastek fagowych lub infekcji fagowych, a jest
wynikiem aktywnosci fagowych endolizyn i holin. O czym doktorant wspomina takze we
wspomnianej publikacji. Czy mierzona byta Srednica tysinek? Czy wykonane zostaty testy
potwierdzajace obecnos¢ fagéw w obrebie strefy ‘halo” aby uzasadnic takie stwierdzenie?
Jakie inne czynniki (np. metodyczne) wptywaja na srednice tysinki fagowej w tego typu
analizach?

Nazwa kolekcyjna faga zawarta w bazie GenBank pod syganturg OK210077 (Serratia phage
KKP_3263), do ktdrej odnosi sie szczep faga w artykule naukowym rézni sie ostatnig cyfrg
od wskazanej w tekscie publikacji (Serratia phage KKP_3264). Czy jest to ten sam szczep
faga?

Analiza bioinformatyczna sekwencji petnych genomoéw wyizolowanych bakteriofagow
Enterobacter KKP 3263, Citrobacter KKP 3664, Enterobacter KKP 3262 i Serratia KKP 3264
wykazata, ze nie zawierajg one sekwencji gendéw kodujacych integrazy, rekombinazy,
represory lub biatek warunkujacych ekskluzje, ktére sg gtownymi markerami wirusow
lizogennych. Co wskazuje, ze fagi te powinny by¢ uwazane za fagi $cisle lityczne (zjadliwe).
W genomach tych fagéw nie odnotowano takze zadnych gendéw zwigzanych z
antybiotykoopornoscig czy z czynnikami wirulencji. Z jakg pewnoscig mozna wysnuc takie
os$wiadczenie przy braku identyfikacji, odpowiednio (Tabela S1): 30, 40, 110 (lub 129 wg
tekstu artykutu) i 229 ORF, zaklasyfikowanych jako ‘hypotetical proteins'?

Wyniki badan opisanych w pierwszym artykule z cyklu zostaty dodatkowo uzupetnione o
niepublikowane wyniki w polskojezycznym komentarzu do cyklu, wzbogacajace w istotnym
zakresie wiedze na temat aktywnosci i wtasciwosci opisywanych fagdéw, a ich klasyfikacja
odniesiona do najnowszej taksonomii.

Drugi artykut naukowy z cyklu (Viruses 2023; 15(1):172) opisuje ocene jakosci
mikrobiologicznej minimalnie przetworzonych roslinnych produktow spozywczych i ich
zmiennosci podczas przechowywania w warunkach chtodniczych, w ramach ktérej
wyizolowano i poddano identyfikacji 43 szczepy z rzedu Enterobacterales. Nastepnie
przetestowano je pod katem wrazliwosci na dwadziescia osiem antybiotykdéw nalezacych
do osmiu réznych klas, po czym uzyto do wyszukiwania specyficznych bakteriofagdw ze
sciekow komunalnych. Pozyskane 43 szczepy bakteriofagéw scharakteryzowano odnosnie
ich aktywnosci litycznej wzgledem ich pierwotnych gospodarzy. Sposrdd nich, jak
domniemywam, wywodzg sie scharakteryzowane w pierwszym artykule naukowym z cyklu
(Int J Mol Sci. 2021; 22(22):12460) fagi Enterobacter KKP 3263, Citrobacter KKP 3664,
Enterobacter KKP 3262 i Serratia KKP 3264, oraz trzy kolejne scharakteryzowane w innym
artykule (Shymialevich i wsp., 2023) wspédtautorstwa doktoranta. Ostatecznie dokonano
oceny skutecznosci koktajlu bakteriofagowego (mieszaniny wszystkich 43 szczepdw fagdw)
w poprawie jakosci mikrobiologicznej pieciu réznych satat lisciastych: rukoli, mieszanej
sataty lisciastej z marchewka, mieszanej sataty liciastej z burakiem, szpinaku mytego i
niemytego, przechowywanych w warunkach chtodniczych, stosujac aplikacje poprzez
bezposredni oprysk lub nasgaczane wktady. Maksymalny poziom redukcji po 48 godzinach
inkubacji wyniést 99,9% w poréwnaniu do prébki kontrolnej. W przypadku szpinaku
mytego i niemytego proby redukcji liczby mikroorganizmdw nie przyniosty pozadanego
efektu. Zmniejszenie liczby bakterii w mieszankach satat =zalezatlo od skiadu
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autochtonicznych gatunkéw bakterii saprofitycznych. Oba sposoby aplikacji koktajlu
bakteriofagowego  skutecznie  poprawity = jakoé¢  mikrobiologiczna  minimalnie
przetworzonych produktow. Zastosowanie koktajlu bakteriofagowego o petnym spektrum
moze stanowi¢ alternatywng metode poprawy jakoséci mikrobiologicznej zywnosci bez
wptywu na jej wtasciwosci.

Uwazam, ze wskazane bytoby nadanie wszystkim 43 izolatom bakteriofagowym
jednoznacznych sygnatur dla zachowania ciagtosci przekazu naukowego w potencjalnych
kolejnych artykutach naukowych i jako opisu na cele kolekcji kultur.

W artykule tym znajduje sie stwierdzenie, ze ‘analiza MALDI-TOF MS w przypadku kilku
szczepow zaklasyfikowata je do poziomu rodzaju, co mogto mie¢ zwiazek z technologiag
przetwarzania zywnosci (np. podczas obrobki produktéw spozywczych komérki bakteryine
moga zosta¢ uszkodzone, co wpltywa na wynik identyfikacji na podstawie profili
biatkowych)’. W pracy nie zostata zawarta doktadna procedura pobrania i przygotowania
probek na oznaczenie proteomiczne. Jakkolwiek, uwazam ze, w momencie wzrostu na
podtozu laboratoryinym uszkodzone komérki bakteryjne majg szanse regeneracji a
namnozone w kolonii odtworzy¢ prawidtowy proteom.

Kolejna publikacja z cyklu (Pathogens 2021; 10(7):801) stanowi artykut
przegladowy podsumowujacy aktualng wiedze na temat patogenezy i molekularnych
mechanizmoéw kontrolujacych ekspresje gendw zwigzanych z opornoscia na antybiotyki u
przedstawicieli Salmonella. Scharakteryzowano regulatory petnigce role aktywatorow i
represorow transkrypcji, a takze uktady dwusktadnikowe sygnalizacji komorkowei.
Oméwiono réwniez tto molekularne mechanizméw opornoéci na metale, regulacji
wielolekoopornosci na antybiotyki, globalnych regulatoréw rodziny LysR, a takze
regulatoréw biatek podobnych do histondw. Jakkolwiek artykut ten jest warto$ciowy, na co
niewatpliwie wskazuje liczba cytowan (15; wg WoS, z dnia 19.12.2023). Jak juz napisatem
wczesniej w mojej ocenie stanowi niepotrzebny dodatek w przedstawionym do oceny cyklu.

Czwartym artykutem naukowym (Pathogens 2022; 11(11):132) z cyklu jest opis
badan dotyczacych bakterii z rodzaju Salmonella, waznego patogenu przenoszonego przez
zywnos¢. Badacze zidentyfikowali 53 szczepy Salmonella przy uzyciu analiz genetycznych
i proteomicznych. Przeprowadzono takze analize podobienstwa genomicznego badanych
szczepdw za pomocg metody PFGE. Zidentyfikowano gtdwne geny wirulencji,
przeanalizowano fenotypowe profile wrazliwosci na antybiotyki oraz wystepowanie gendw
opornosci. Nastepnie okreslono wystepowanie gtéwnych mechanizméw opornosci na B-
laktamy. Sekwencje gendéw wirulencji invA, fimA i stn zidentyfikowano we wszystkich
badanych szczepach. Testy fenotypowe obejmujace 28 antybiotykow wykazaty, ze 50,9%
szczepow byto wielolekoopornych. Najczeéciej identyfikowanymi genami zwiazanymi z
opornoscig na tetracykliny byty geny tet. Odnosnie obecnosci gendéw zwigzanych z syntezg
B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym, nie stwierdzono opornosci typu TEM
i CTX-M, a tylko genomy dwu szczepow kodowaty oporno$¢ typu SHV. Zaden szczep nie
wykazywat opornosci typu AmpC, ale u szesciu szczepdw wystepowata opornosé zwiazana
z pompami efuzyjnymi PSE-1. Wyniki tych badan wskazujg na konieczno$¢ statego
monitorowania profili opornosci na antybiotyki we wszystkich ogniwach tafcucha
zywnosciowego oraz wprowadzenie odpowiedniej polityki stosowania antybiotykéw w celu
powstrzymania Iub znacznego ograniczenia dalszego rozprzestrzeniania opornoséci na
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antybiotyki wsréd szczepdw Salmonella. Artykut ten stanowi charakterystyke genotypowa
i fenotypowa szczepdw Salmonella zastosowanych do badan opisanych w ostatnim artykule
z cyklu.

Zarowno w Viruses (2023; 15(1):172) jak i Pathogens (2022; 11(11):132)
przeprowadzona zostata izolacja i identyfikacja szczepow bakterii dwoma metodami:
proteomiczng (MALDI-TOF MS) i genetyczng (sekwencjonowania 16S rDNA). Metoda
proteomiczna nalezy do szybkich metod, aczkolwiek trafnos¢ wyniku jest zalezna od wielu
czynnikow metodycznych. Jakkolwiek analiza sekwencji kodujgcej 16S rRNA uznawana jest
za ztoty standard - generuje wyniki pewne jedynie na poziomie rodzaju. Nawet dla analizy
petnej dtugosci sekwencji 16S rDNA. Jedynie w niektérych przypadkach moze wskazaé
najbardziej prawdopodobny gatunek. Przy zastosowaniu tego typu oznaczen w badaniach
naukowych wskazane jest zamieszczenie oznaczen parametrycznych pozwalajacych na
oceng pewnosci wskazania. W tym przypadku wskaznika ‘score’ dla wyniku MALDI-TOF MS
i parametrow wynikowych przyréwnania sekwencji do wybranego najlepszego wskazania
(score, odsetek identycznosci i pokrycia). W obu typach oznaczen nalezatoby takze
wspomnie¢ rodzaj i wersje zastosowanych baz danych. Szczegdlnie Enterobacteriaceae
reprezentujg zroznicowana i medycznie wazng rodzine bakterii, ktdére sa trudne do
zidentyfikowania do poziomu gatunku przy uzyciu standardowej metody molekularnej
sekwencjonowania genu 16S rRNA. Dlatego tez zastosowanie dodatkowej metody (np.
MLST) byto bardzo dobrym posunieciem. Niezaleznie od tych watpliwosci, zdeponowanie
uzyskanych sekwencji w bazie danych, jak to zostato uczynione, pozwala na ponowna
weryfikacje tych oznaczen.

Ostatni artykut naukowy z cyklu (Int J Mol Sci. 2023; 24(12):10134) opisuje
genomowg i funkcjonalng charakterystyke dwoch nowo wyizolowanych bakteriofagdw
ukierunkowanych na szczepy wielolekooporne Salmonella enterica oraz ich skutecznos$é w
biokontroli zakazen tymi bakteriami minimalnie przetworzonej zywnosci pochodzenia
roslinnego. Bakteriofagi Salmonella KKP 3829 i Salmonella KKP 3830 zostaty wyizolowane
z uzyciem, odpowiednio, Salmonella enterica KKP 1762 i KKP 3080. Analizy z
zastosowaniem mikroskopii transmisyjnej oraz sekwencjonowania catych genomow
pozwolity zakwalifikowa¢ wirusy te jako bakteriofagi z klasy Caudoviricetes. Analiza ich
genomow wykazata, ze oba bakteriofagi nie kodujg genéw wirulencji ani toksyn i moga by¢
sklasyfikowane jako wirulentne bakteriofagi. Oczyszczone fagi zachowywaty swojq
aktywnos¢ w szerokim zakresie temperatur (od -20 °C do 60 °C) oraz wartosciach odczynu
(pH od 3 do 11). Ekspozycja bakteriofagdw na promieniowanie UV istotnie zmniejszata ich
aktywnosc proporcjonalnie do czasu ekspozycji. Zastosowanie bakteriofagéw do macierzy
zywnosciowe]j istotnie zmniejszyto poziom zanieczyszczenia Salmonella w poréwnaniu z
kontrolg. Cechy biologiczne i brak potencjalnych czynnikéw patogennych sprawiaja, ze
badane bakteriofagi sg potencjalnymi kandydatami do zastosowania w biokontroli jakosci
mikrobiologicznej zywnosci.

Analiza kinetyki wzrostu bakterii-gospodarzy po infekcji fagowej (2.5) pozwala na
wyciggniecie bardzo ograniczonych wnioskow do bardzo specyficznych uktadéw pomiedzy
pojedynczym szczepem faga i pojedynczym szczepem gospodarza. Uwazam, ze o wiele
ciekawsze bytloby zbadanie kinetyki wzrostu permisywnego szczepu wzgledem obu
szczepow faga. Datoby to mozliwo$¢é pordwnania efektywnosci faga wzgledem rdéznych
szczepow, albo dwu permisywnych szczepédw wzgledem obu szczepéw fagow co
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rozszerzytoby mozliwos¢ interpretacji takze wzgledem wrazliwosci gospodarza.

Szczep fagowy Salmonella KKP 3829 wykazywat szeroki zakres szczepow permisywnych.
Zainfekowat 92,6% (50/54) szczepdw Salmonella. Ponadto wykazywat aktywnosc
przeciwko trzem szczepom bakterii z gatunku Enterobacter cloacae i trzem z gatunku
Escherichia coli. Aktywnos¢ fagow wzgledem przedstawicieli innego rodzaju bakterii jest
rzadka, ale wystepuje (np. T3, T4, phiR1-37, Ea35-70). Jest postrzegana jako korzystna
pod wzgledem ich potencjalnych zastosowan, takich jak terapia fagowa lub biokontrola
populacji bakterii w réznych srodowiskach. Dlatego tez, bakteriofag ten cechuje bardzo
duzy potencjat praktyczny. W publikacji zostaty szczegdétowo scharakteryzowane dwa
szczepy fagow, natomiast w tescie ochrony gotowych do spozycia produktéw spozywczych
uzyto czterech. Dwa kolejne szczepy salmofagow KKP3822 i KKP3831 wykazywaty
aktywnos¢ wzgledem obu szczepdw Salmonella enterica subsp. enterica KKP1762 i
KKP3080. Czy zostaty one wyizolowane na tych szczepach jako pierwotnych gospodarzach?
Tej minimalnej informacji brakuje w tekscie publikacji, jak i nie znalaztem jej w
polskojezycznym opracowaniu dotgczonym do cyklu.

Przedtozong do recenzji rozprawe doktorska pana mgr. inz. Michata Jakuba
Wojcickiego przeczytatem z duzym zainteresowaniem. Jest ona opracowaniem oryginalnym
i przedstawia wyniki dokumentujgce peilng realizacje zatozonych celow, a postawione
hipotezy badawcze zostaty zweryfikowane. Na szczegdlng uwage zastuguje bardzo
rozbudowany warsztat doktoranta. Posiada on szerokie umiejetnoéci w zakresie
mikrobiologii klasycznej jak i molekularnej, oraz analiz genetycznych i genomicznych.
Dodatkowo nalezy zwroci¢ uwage na jego umiejetnosé analizy i interpretacji wynikéw oraz
ich dyskusji w odniesieniu do danych literaturowych. Poza istotng wartoscig naukowg praca
ta posiada duze walory aplikacyjne mogace miec zastosowanie w postaci biokontroli jakosci
mikrobiologicznej zywnosci. Pomimo moich pytan i uwag uwazam prace za wyrdzniajaca
sie.

Stwierdzam, ze cyklu artykutdbw naukowych opatrzonych wspdinym tytutem
~Wykorzystanie potencjatu bakteriofagow w biokontroli wybranych bakterii z rzedu
Enterobacteriales wystepujacych w tafcuchu zywnosciowym” przedstawiony przez pana
magr. inz. Michata Jakuba Wdjcickiego stanowi nowosc i znaczacy wktad w dyscypline nauk
0 zywnosci i zywieniu. Uwazam, ze spetnia ona wymagania formalne stawiane rozprawom
dysertacyjnym na stopien doktora okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668). W zwigzku z tym wnosze
do Rady Naukowej Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. Profesora
Wactawa Dabrowskiego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o przyjecie
rozprawy doktorskiej i dopuszczenie pana mgr. inz. Michata Jakuba Wojcickiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczeénie wnosze do Wysokiej Rady o
wyréznienie niniejszej pracy.
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Uzasadnienie wniosku o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
mgr. inz. Michata Jakuba Wéjcickiego

Praca doktorska stanowi zespdt szerokich i kompleksowych badan
dotyczacych problemu antybiotykoodpornosci bakterii z rzedu Enterobacterales i
potencjatu zastosowania bakteriofagow w jego kontroli. Analizy zostaty
przeprowadzone na bakteriach izolowanych gtdwnie z tancucha zywnosciowego:
saprofitycznych (jako potencjalnego rezerwuaru) i patogennych dla cztowieka.
Obejmujg one  charakterystyke zasobow  genetycznych i  fenotypu
antybiotykoodpornosci, zdolnoéci kodujacej czynniki wirulencji, a w niektérych
przypadkach nawet potencjat mobilizacji do horyzontalnego transferu gendéw
(sekwencjonowanie genomowe - okreslenie obecnosci ruchomych elementow
genetycznych). Izolacje szczepdw fagowych aktywnych wzgledem przedstawicieli
tej grupy bakterii, oraz petng charakterystyke ich genomu, struktury, biologii a
nawet wrazliwosci na warunki technologiczne i cechy produktéw spozywczych.
Badania naukowe zostaty zwienczone testami funkcjonalnymi zdolnosci
uzyskanych szczepéw fagowych w kontroli jakosci mikrobiologicznej produktéw
spozywczych.

Szeroki zakres i szczegdtowos$¢ przeprowadzonych analiz wskazuja na
wysokie kwalifikacje i bardzo rozlegty warsztat badawczy pana mgr. inz. Michata
Jakuba Wojcickiego. W mojej ocenie przedstawiona do recenzji praca doktorska
wyréznia sie na tle innych dysertacji. Jednoczesénie Doktorant posiada znaczny,
dodatkowy dorobek publikacyjny, takze w temacie zblizonym do realizowanego w
projekcie doktorskim.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Biotechnologii  Przemystu Rolno-Spozywczego im. Profesora Wactawa
Dabrowskiego - Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej pana mgr. inz. Michata Jakuba Wdjcickiego pt.:
~Wykorzystanie potencjatu bakteriofagéow w biokontroli wybranych bakterii z rzedu
Enterobacteriales wystepujacych w tancuchu zywnosciowym”.
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