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Zaktad Higieny Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego

Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy
w Putawach

OCENA

rozprawy doktorskiej lek. wet. Anny Dudzic

pt. ,,Ocena wilasciwosci litycznych bakteriofagow swoistych dla Escherichia
coli i Campylobacter spp. izolowanych z przewodu pokarmowego ptakow”

przygotowanej w Zaktadzie Prewencji Weterynaryjnej i Choréb Ptakow, Instytutu
Biologicznych Podstaw Choréb Zwierzat, Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
pod kierunkiem dr hab. Renaty Urban-Chmiel, prof. nadzwyczajnego UP w Lublinie

W ostatnich latach obserwowany jest staly wzrost opornosci bakterii na antybiotyki i
dotyczy to zaréwno drobnoustrojow izolowanych od zwierzat jak i ludzi. Oporno$é na
niektore grupy substancji przeciwbakteryjnych wsréd drobnoustrojéw izolowanych od
zwierzat siega nawet 90%, czego przykladem moze by¢ opornos¢ Campylobacter na
fluorochinolony. W zwigzku z powyzszym istnieje silna potrzeba poszukiwania
alternatywnych metod zwalczania infekcji bakteryjnych a jedng z takich metod moze by¢
zastosowanie bakteriofagdw. W badania z tego zakresu bardzo dobrze wpisuje si¢
przedstawiona do oceny praca. Dotyczy ona charakterystyki fagow swoistych dla E. coli oraz
Campylobacter. Praca ma duze walory poznawcze ze wzgledu na izolacje fagow i okreslenie
ich miana oraz zakresu gospodarza. Ponadto moze tez mie¢ znacznie aplikacyjne w zakresie
zastosowania wyizolowanych fagow w ograniczeniu wystgpowania wyzej wymienionych
drobnoustrojéw u drobiu. Dodatkowo, tego typu badania pozwalaja na lepsze poznanie
dynamiki rozprzestrzenia si¢ populacji E. coli oraz Campylobacter bytujacych u drobiu.
Zakres badan prezentowanych w pracy nie dotyczy tylko oceny wlasciwoscei litycznych
fagdw, ale jest bardzo szeroki i obejmuje m.in. izolacj¢ bakterii, ocene ich lekowrazliwosci, a
takze izolacj¢ i1 analiz¢ morfologiczng fagéw. Na podkreslanie zastuguje fakt, ze w
prezentowanej pracy potraktowano omawiany problem bardzo szeroko, a dodatkowo badania
oparto na samodzielnie wyizolowanych szczepach bakteryjnych i bakteriofagach. Szczegdlnie
izolacja fagéw Campylobacter nie jest zadaniem latwym ze wzgledu na to, ze drobnoustroj
ten wymaga dos¢ specyficznych warunkéw hodowli, a czestotliwos¢ wystepowania fagow

jest niewielka. Pomimo tego uzyskano fagi nalezace do dwoch réznych rodzin, z ktorych fagi
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swoiste dla Campylobacter, nalezace do rodziny Siphoviridae wyosobniono po raz pierwszy.
Warto zaznaczy¢, ze dobdr zastosowanych metod i zakres prowadzonych badan byt dobrze
przemyslany. Ponadto, szersze potraktowanie tematu pozwolito na bardziej wnikliwg analize
zagadnienia, a tym samym zwigkszylo wartosci poznawcze pracy. Skuteczne zastosowanie
fagébw do ograniczenia wystepowania bakterii jest mozliwe jedynie dzigki odpowiedniemu
ich doborowi, dlatego tak istotne sg badania dotyczace kompleksowej charakterystyki

bakteriofagdw, ktoére sg tematem prezentowanej do oceny pracy.

Przedstawiona rozprawa doktorska ma uktad typowy dla takich opracowan i liczy
tacznie 127 stron maszynopisu. Sktada si¢ ona z nast¢pujacych czesci: strona tytulowa,
podziekowania, spis tresci, wykaz stosowanych skrotow, wykaz tabel i rycin, wstep, cel
badan, materiat i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, piSmiennictwo (tacznie 130 pozycji), a
takze streszczenie w jezykach polskim i angielskim. Ponadto w pracy umieszczono 24 ryciny
oraz 16 tabel.

Tytul pracy doktorskiej w sposob jasny i zwigzly przedstawia zasadniczy cel
prowadzonych badan oraz wskazuje na jakim materiale byly one prowadzone. We wstepie
przedstawiono natomiast podstawowe informacje na temat bakteriofagéw, w tym dane
dotyczace ich odkrycia oraz taksonomii ze szczegdlnym uwzglednieniem rzedu Caudovirales.
Szczegdtowo opisano takze cykle zyciowe bakteriofagéw. Ponadto przedstawiono informacje
na temat korzysci i trudnosci jakie moga wynikaé z zastosowania fagow w leczeniu ludzi i
zwierzat, a takze ich wykorzystania w hodowli drobiarskiej oraz przy produkcji zywnosci.
Dwa podrozdzialy poswigcono na omowienie infekcji wywotywanych przez E. coli oraz
Campylobacter. Lacznie ,,Wstep” liczy 24 strony i jego objetos¢ jest wlasciwa dla catosci
rozprawy doktorskiej. Nalezy podkresli¢, ze podrozdzialy ,,Wstepu” w sposdb syntetyczny i
staranny przedstawiajg poszczegdlne zagadnienia, a omawiane tresci uzupetniono pasujagcymi
do nich dwiema tabelami i rowniez dwiema rycinami. Calo$¢ poparto wlasciwie dobranym
pismiennictwem. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu teoretycznym autora, w tym
znajomosci aktualnego pi$miennictwa z omawianego tematu.

Kolejna czescig rozprawy jest jasno sformutowany jej cel, ktory zostal dodatkowo
podzielony na 3 gtowne etapy prowadzonych badan. Pozwala to na pelne zrozumienie istoty
celu podjetych badan, a takze zalozonego sposobu ich realizacji. Nalezy zaznaczy¢, ze
przyjeta kolejno$é prowadzonych badan jest w pelni uzasadniona.

W rozdziale ,Material i metody” zawarto szczegdlowe informacje na temat

zastosowanych pozywek mikrobiologicznych. Poniewaz s3 one stosowane rutynowo w
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hodowli drobnoustrojow, a takze zawieraja dane producentdw oraz numery katalogowe
zbednym wydaje sie¢ podawanie ich sktadu. Na kolejnych stronach tego rozdziatu zawarto
informacje na temat pozostalych odczynnikow i testow diagnostycznych stosowanych w
badaniach, a takze w sposdb przejrzysty opisano zastosowana metodyke badawcza.
Przedstawiono miedzy innymi kolejne etapy izolacji E. coli oraz Campylobacter. W sposéb
szczegblowy zaprezentowano izolacje bakteriofagow oraz okreslenie ich aktywnosci
litycznej. W pracy zastosowano bardzo rdéznorodne metody badawcze takie jak transmisyjna
mikroskopia elektronowa, PCR, spektrometria mas MALDI-TOF oraz technike
mikrorozcienczen do oceny profilu antybiotykoopornosci E. coli oraz Campylobacter.
Wykorzystano takze szereg metod niezbednych do namnazania bakteriofagow,
miareczkowania oraz zageszczania lizatu fagowego, a takze oznaczania miana i okreslania
spektrum aktywnosci litycznej fagdéw. Tak rdéznorodny panel zastosowanych metod
badawczych pozwolit na kompleksowa charakterystyke szczepow bakteryjnych oraz
bakteriofagbw. Ponadto przyjeta metodyka badan pozwala na doglebne i rzetelne
zrealizowanie celu pracy. Wymagalo to od Doktorantki duzego zaangazowania i nakladu
zarbwno pracy jak i czasu zwigzanego najpierw z poznaniem poszczegdlnych metod, a
nastepnie z doskonaleniem umieje¢tnosci ich wykonania i przeprowadzenia niezbednych
modyfikacji w toku badan. Zakres metod badawczych zastosowanych w pracy swiadczy o
bardzo dobrym przygotowaniu technicznym Doktorantki do pracy laboratoryjnej, poniewaz
niektore z nich, w tym techniki zwigzane z charakterystyka bakteriofagéw, wymagaja duzego
do$wiadczenia i wiedzy z tego zakresu. Nalezy jednak dodaé, ze w omawianym rozdziale
zabraklo informacji na temat sposobu wykonania analizy skupieni bakteriofagéw swoistych
dla E. coli, ktéra zostala umieszczona w rozdziale ,, Wyniki”.

Realizacje poszczegdlnych celow badawczych przedstawiono w kolejnym rozdziale
(,,Wyniki”). Mozna go podzieli¢ na dwie nieformalne czesci. Pierwsza z nich opisuje izolacje
i charakterystyke szczepow E. coli i swoistych dla nich fagéw, a druga dotyczy tych samych
zagadnien, ale w odniesieniu do Campylobacter. W trakcie badan wyizolowano 96 szczepy E.
coli oraz 34 lizaty fagowe. W wyniku analizy biochemicznej uzyskano 9 réznych profili w
obrebie badanych szczepow oraz wykazano, ze najwi¢cej z nich charakteryzowalto sie
opornoscig na fluorochinolony. W prezentowanych wynikach zabrakto informacji dotyczacej
czy i w jakim zakresie stwierdzono wieloopornos¢ oraz jakie profile opornosci
zidentyfikowano w badanej grupie E. coli. Uwaga ta dotyczy réwniez przedstawionych w
dalszej czesci wynikéw badan dotyczacych oceny wrazliwosci na wybrane antybiotyki

Campylobacter. W dalszych etapach pracy Doktorantka oznaczyta m.in miano bakteriofagow
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E. coli, ktore wahato sie w zakresie od 1,2x10° do 2,8x10'" pfu/ml. Ponadto na podstawie
analizy morfologii bakteriofagow, zaklasyfikowano je do dwdch rodzin w obrebie rzedu
Caudovirales. Analiza zostalo udokumentowana poprzez zamieszczenie w pracy zdje¢ z
mikroskopu elektronowego preparatow wybranych fagéw. W wyczerpujacy sposob
przedstawiono takze wyniki badan be¢dacych gtownym celem pracy, czyli zakres dziatania
litycznego bakteriofagéw. Waznym i dobrze udokumentowanym elementem prowadzonych
badan byta analiza wielkosci fragmentow restrykcyjnych genomow fagéow swoistych dla E.
coli oraz Campylobacter. Dla pierwsze] grupy szczepéw, na podstawie jej wynikow
wykonano dodatkowo analiz¢ skupien profili restrykcyjnych. W przypadku fagéw swoistych
dla Campylobacter nie byla ona mozliwa ze wzgledu na zbyt matg liczbe izolatéw. Jak
wspomniano wyzej, druga cze$¢ prezentowanych wynikéw dotyczyta Campylobacter i
swoistych dla nich fagow. W ramach prowadzonych badan 31 szczepow na podstawie testu
PCR zaklasyfikowano do gatunku C. jejuni oraz 17 zidentyfikowano jako C. coli. W
kolejnym etapie prowadzonych badan Doktorantka okreslita wrazliwos$¢ tych izolatow na
wybrane antybiotyki. Zaskakujacy wydaje si¢ by¢ otrzymany bardzo wysoki odsetek
szczepdw opornych na gentamycyne, chloramfenikol oraz erytromycyng, nienotowany w
dotychczas publikowanych pracach. W dalszych czesciach pracy Doktorantka prezentuje
wyniki badan zwigzane z izolacjg bakteriofagow swoistych dla Campylobacter (uzyskano 4
takie fagi) oraz oznaczeniem ich miana, aktywnosci litycznej, analizy morfologicznej, a takze
zakresu gospodarza. Ponadto wykonano analize wielkosci fragmentéw restrykcyjnych z
zastosowaniem 4 enzymow. Wszystkie wspomniane wyzej wyniki zostaly w sposob
wyczerpujacy i bardzo staranny udokumentowane w postaci rycin i tabel. Wskazuja one niska
czestotliwos¢ wystepowania fagéw swoistych dla Campylobacter, a takze na niskie miano
wyizolowanych fagow (od 10' do 10° pfu/ml). Bakteriofagi te charakteryzowaly sie jednak
szerokim spektrum litycznym. Ponadto, o czym wspomniano juz wyzej zostaly one
zaklasyfikowane do dwoch réznych rodzin.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka omowita na 10 stronach maszynopisu uzyskane
wyniki odnoszac je do aktualnych danych dostgpnych w pismiennictwie. W sposob
systematyczny i przejrzysty komentuje Ona poszczegélne zagadnienia wykazujac sie
znajomoscig aktualnego piSmiennictwa oraz bardzo dobrymi umiejetnosciami we wilasciwym
doborze cytowanych pozycji. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze niektore stwierdzenia powinny
by¢ poddane weryfikacji. Troch¢ na wyrost wydaje sie¢ by¢ wniosek, majacy co prawda
potwierdzenie w literaturze, ale nie wynikajacy bezposrednio z prowadzonych badan, ze

bakterie nalezgce do gatunkow E. coli oraz C. jejuni i C. coli wystepuja powszechnie w
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zréznicowanych srodowiskach hodowlanych. Zbyt daleko idgcy jest rowniez wniosek, ze
bardzo wysoki odsetek szczepow Campylobacter opornych na erytromycyne ,,wynika ze
wzrastajacego zjawiska lekoopornosci wsrdd tych szczepow w efekcie powszechnego
stosowania tego antybiotyku w zwalczaniu zakazen bakteryjnych u ludzi”. W oparciu o
uzyskane wyniki sformutowano 6 wnioskow, ktore w syntetycznej formie podsumowujg
prace i nawigzujg do jej celu.

Oprocz przekazanych wyzej uwag nalezy takze wspomnie¢ o pewnych
niedociggni¢ciach natury stylistyczno-edytorskiej jakich nie ustrzeglta sie Doktorantka
podczas pisania pracy. Ich korekta pozwoli wedlug Recenzenta na poprawe przejrzystosci
pracy. Sa to:

1. Str. 12 jest ,,tufusu” powinni by¢ tyfusu.

2. Str. 22, ryc. 2, schemat powinien mie¢ opisy w jezyku polskim, dodatkowo jest zbyt maty.
3. Str. 22, brak zacytowania wilasciwe] pozycji pisSmiennictwa przy stwierdzeniu ,,Dane
statystyczne opublikowane...”

Str. 29, jest ,,w zakresie mian od 10°do 10° pfu/ml” powinno by¢ od 10* do 10° pfu/ml.
Str. 36, powinien by¢ skrot EFSA, a nie pelna nazwa, ktora jest wyjasniona na str. 22.

Str. 38, sformutowanie ,,surowcow konsumpcyjnych” mozna zastgpi¢ stowem zywnos¢.

S

Str. 48, bardziej precyzyjne byloby podanie liczby godzin inkubacji, zamiast

sformutowania ,,przez calg noc”.

8. W rozdziale ,Material i metody” wskazane byloby dodanie wykazu szczepow
referencyjnych i materiatéw odniesienia stosowanych w badaniach.

9. Str. 63, jest ,przy uzyciu barwienia Grama” bardziej wilasciwe bytoby ,,przy uzyciu

barwienia metodg Grama”.

10. Str. 106, sformutowanie ,,nieco stabsze rezultaty” jest malo precyzyjne.

Wspomniane wyzej uwagi nie majg jednak istotnego wpltywu na catosciowa bardzo

dobrg oceng przygotowanej rozprawy doktorskiej.

W posumowaniu pragne podkresli¢, ze Doktorantka podjeta si¢ opracowania trudnego
1 wymagajacego duzej wiedzy teoretycznej, a takze wysokich umiejetnosci i do§wiadczenia w
pracy laboratoryjnej tematu. Recenzowana rozprawa doktorska znaczgco poglebia wiedze z
zakresu bakteriofagow swoistych dla E. coli oraz Campylobacter, a izolowanych z przewodu
pokarmowego ptakow. Lekarz weterynarii Anna Dudzic w sposob jasny formutowata cel
glowny pracy oraz poszczegdlne zagadnienia badawcze. Prawidlowo dobrata metody, ktore

pozwolily na uzyskanie wiarygodnych wynikéw. Dokumentacja badan w postaci rycin i tabel
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zostala wykonana starannie, a przy omawianiu wynikow Doktorantka wykazata sie

znajomoscig aktualnego piSmiennictwa.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani lekarz weterynarii Anny Dudzic pt. ,,Ocena
wlasciwosci litycznych bakteriofagow swoistych dla Escherichia coli i Campylobacter spp.
izolowanych z przewodu pokarmowego ptakow” odpowiada warunkom okreslonym w
artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, i przekazuje Wysokiej Radzie Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysokie walory wnioskuje w wyroznienie pracy

stosowng nagroda.

i Wy

Putawy, 18.08.2015 dr hab. Kinga Wieczorek, prof. nadzwyczajny
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