Prof. dr hab. Andrzej Wernicki Lublin, 24.08.2015r.
Instytut Biologicznych Podstaw Chordb Zwierzat

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Ocena rozprawy doktorskiej Pani lek. wet. Anny Dudzic pt. ,,Ocena
wlasciwosci litycznych bakteriofagéw swoistych dla Escherichia coli i
Campylobacter spp., izolowanych z przewodu pokarmowego ptakow”,

wykonanej w Zaktadzie Prewencji Weterynaryjnej i Choréb Ptakéw, Instytutu
Biologicznych Podstaw Choréb Zwierzat pod opieka naukowa Pani
dr hab. Renaty Urban-Chmiel, prof. nadzw. UP w Lublinie

Odkrycie substancji antybakteryjnych miato na zawsze ograniczyé
wystepowanie groznych dla zdrowia i zycia infekcji. Od czasu odkrycia w roku 1928
penicyliny przez Alexandra Fleminga, wprowadzono do lecznictwa ludzi i zwierzat
wiele nowych antybiotykéw. Ich nadmierne, czesto nieuzasadnione stosowanie i
nieodpowiednie dawkowanie stato sie przyczyng wielu nieoczekiwanych probleméow
wspoétczesnej medycyny i weterynarii. Najpowazniejsze z nich, to stale rosngca liczba
drobnoustrojdw opornych na stosowane antybiotyki, w tym takze leki ostatniej
szansy. Zjawisko to, dotyczy obecnie wszystkich gatunkdéw bakterii, a takze w
mniejszym lub wiekszym stopniu stosowanych antybiotykéw. W tej sytuacji
niezbednym wydaje sie Sciste przestrzeganie rygoréw skutecznej i bezpiecznej
antybiotykoterapii, prowadzenie nadzoru i kontroli lekoopornosci, drobnoustrojéw
izolowanych od ludzi i zwierzgt przeznaczonych do produkcji zywno$ci, zwierzat
domowych, wolnozyjgcych, $srodowiska bytowania, a takze poszukiwanie nowych
metod walki z bakteriami. Opracowywane strategie obejmujg gtéwnie dziatania na
rzecz zakazu stosowania $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych jako stymulatoréw
wzrostu zwierzat oraz opracowanie dobrych praktyk hodowlanych, ograniczajacych
ryzyko wystgpienia lekoopornosci. Niezbedne jest takze zwiekszenie potencjatu
badawczego w doskonaleniu genetycznym zwierzat celem identyfikacji markerdow
zwigzanych ze wzmacnianiem odporno$ci wrodzonej, poszukiwaniu nowych Srodkéw
przeciwdrobnoustrojowych, badan nad rolg bakterii wystepujgcych u zwierzat w
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potencjalnego ryzyka z tym zwigzanym oraz innych strategii profilaktyki i leczenia
choréb zakaznych zwierzat.

Aktualnie realizowane strategie zwigzane z przezwyciezeniem opornosci na
antybiotyki opierajg sie na alternatywnym w stosunku do antybiotykéw wykorzystaniu
bakteriofagoéw, ich enzymow litycznych, nowych szczepionek, biatek lub peptydéw
wykazujgcych wiasciwosci bakteriobdjcze lub bakteriostatyczne, a syntetyzowanych
przez bakterie, rosliny, bezkregowce, kregowce i ssaki. Dotychczas opisano okoto
tysigca takich substancji, wérdd ktérych najwazniejszg grupg z punktu widzenia
mozliwosci wykorzystania terapeutycznego sg stabilizowane cysteing, peptydy
kationowe, nazywane naturalnymi antybiotykami, a takze substancje pro-, pre- oraz
symbiotyczne korzystnie wptywajgce na organizm gospodarza poprzez potegowanie
rozwoju prozdrowotnych mikroorganizméw jelitowych i eliminacie szczepow
patogennych. Innym sposobem istotnego zmniejszenia stosowania antybiotykow jest
stosowanie terapii fotodynamicznej, nanoczgsteczek srebra oraz bakteriofagéw,
ktore stanowig wazng alternatywe dla konwencjonalnych lekéw przeciwbakteryjnych.

Bakteriofagi, stosowane jako $rodki lecznicze, majg wiele zalet w stosunku do
konwencjonalnych metod leczenia. Stosowane w terapii Campylobacter jejuni
brojleréw zastosowano po raz pierwszy w 2005 r., przez Wagenaar i wsp., oraz Loc
Carrillo i wsp. Niezaprzeczalng zaletg zastosowanej terapii jest obecno$é fagéw w
tym samym Srodowisku, tatwos¢ izolacji, specyficznosé, a tym samym nie niszczenie
prawidtowej, fizjologicznej flory jelit. Ponadto, rozprzestrzeniajg sie samodzielnie i
ustepujg samoistnie, mnozac sie tak diugo, jak wrazliwe sg obecne bakterie. Ogding
liczbe bakteriofagbw w biosferze zdefiniowanych jako wirusy mogace infekowac i
zabijaé bakterie, szacuje sie na okoto 10%' (Hendrix i wsp. 1999).

Oprocz terapeutycznego zastosowania bakteriofagéw, sg one takze
wykorzystywane w celach profilaktycznych zmniejszenia liczby patogenéw w
zywno$ci, takich jak np. mieso drobiowe oraz jako preparaty wykorzystywane do
dezynfekcji Srodowiska zaktadéw przetworstwa istotnie poprawiajac bezpieczenstwo
ZywnosSci.

Campylobacter jejuni i Campylobacter coli, odpowiadajg za wiekszo§é
przypadkow bakteryjnego zapalenia zotadka i jelit u ludzi. W Wielkiej Brytanii np. w
roku 2009, wg danych Europejskiego Urzedu Bezpieczeristwa Zywnosci (European
Food Safety Authority), odnotowano ponad 65 000 zgtoszonych przypadkéw, z czego
ponad 195 000 w catej Unii Europejskiej przy czym rzeczywista liczba przypadkéw
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wg Strachan i Forbes, 2010 moze by¢ znacznie wieksza osiggajac okoto 450 000 w
Wielkiej Brytanii.

Recenzowana rozprawa doktorska, przedstawiona jest, w formie
oprawionego wydruku komputerowego, ma uktad typowy dla tego typu opracowan
przygotowywanych na stopiefh naukowy doktora. Dysertacja napisana jest poprawng
polszczyzng z prawidiowym uzyciem terminologii fachowej. Liczy 127 stron
maszynopisu, w ktérym wyodrebniono; wykaz stosowanych skrétéw, wstep, cel
badan, materiat i metody, wyniki, ktére poza czescig opisowa zilustrowano 24
rycinami oraz 16 tabelami, 10 stronicowg dyskusje, wnioski w liczbie szeSciu oraz
wykaz wykorzystanego pismiennictwa, ktére obejmuje 130 pozycji aktualnych
publikacji w zdecydowanej wiekszosci anglojezycznych, z ktérych 41 pozyciji
stanowig prace zamieszczone w czasopvismach opublikowanych po roku 2008, co
potwierdza aktualno$é podjetej przez Autorke problematyki badawczej oraz swiadczy
0 dobrym przygotowaniu merytorycznym doktorantki do realizacji zatozonych celéw
badawczych. Rozprawe konczy jednostronicowe streszczenie w jezyku polskim i
angielskim.

Manuskrypt rozpoczyna wykaz skrétow, w ktorym Doktorantka popetnita
wiele btedéw, ktdére naniesiono w egzemplarzu pracy bedacych w posiadaniu
recenzenta. Wykaz nalezy takze wzbogaci¢ o skréty takie jak MIC, FDA, EFSA,
ETEC. W liczgcym 27 stron ,Wstepie” Autorka na podstawie danych z pismiennictwa
przedstawita aktualne informacje dotyczgce zagadnien zwigzanych z celem
wykonanych badah. W siedmiu zamieszczonych podrozdziatach przedstawita
charakterystyke bakteriofagbw przedstawiajgc ich taksonomie, cykle zyciowe,
zagadnienia terapii fagami ludzi oraz zwierzat ze szczegdlnym uwzglednieniem
infekcji wywotywanych przez E. coli oraz Campylobacter spp. a takze mozliwosci
wykorzystania fagébw w ochronie i konserwacji zywnosci. W mojej ocenie jest to
bardzo poprawna analiza zgromadzonego, aktualnego pismiennictwa bedacego jak
sgdze inspiracjg do podjecia badan objetych tematem zrealizowanej rozprawy
doktorskiej. Wskazuje to takze na zrozumienie oraz wnikliwg analize zagadnien
tematycznie zwigzanych z wykonang pracg doktorska.

Za cel badan, Doktorantka postawita sobie izolacje oraz charakterystyke
morfologiczng i molekularng bakteriofagéw swoistych dla E. coli oraz Campylobacter
spp., izolowanych od drobiu ze zréznicowanych $Srodowisk hodowlanych. Celem
pracy byta ponadto ocena aktywnosci litycznej oraz spektrum dziatania

3



bakteriobojczego uzyskanych fagéw. W mojej ocenie z celu pracy nalezy
wyeliminowaé izolacje i charakterystyke fagéw izolowanych od innych gatunkow
zwierzgt gospodarskich, gdyz ten aspekt badan zostat potraktowany w pracy dosé
fragmentarycznie.

W rozdziatach ,Material” i Metody”, Doktorantka w syntetyczny sposob
przedstawita sktad zastosowanych poditozy mikrobiologicznych, buforéw, testéw
biochemicznych, innych materiatébw wykorzystanych w badaniach oraz opis technik
stosowanych w ich realizacji. Przyjety przez ukiad doswiadczenia jak tez
zastosowane metody izolacji i identyfikacji E. coli, Campylobacter spp.,
wykorzystujgce metode spektometrii mas MALDI-TOF oraz swoistych bakteriofagéw
oceniam bardzo pozytywnie. Uwazam, ze zastosowane metody gwarantowaty
prawidiowa realizacje badan, a tym samym prawidtowg analize uzyskanych wynikéw.
Uwaga recenzenta do tej czeSci pracy dotyczy braku informacji dotyczacej
powiekszenia zastosowanego w mikroskopie elektronowym.

Uzyskane przez Autorke wyniki badan zostaly przedstawione na 38 stronach
maszynopisu. Przy ich prezentacji Doktorantka postuguje sie formg opisowg oraz
graficzng, ujetg w formie tabelarycznej i bardzo dobrej jakosci fotografii. Uwaga
recenzenta dotyczy ryc.6, str. 67, ktéra nie jest zgodna z opisem, z uwagi na brak
tysinek szczepu referencyjnego. Mato czytelny jest takze obraz ryc. 7 (str.68).

Bardzo pozytywnie oceniam rozdziat - ,Dyskusja’, w ktérym Doktorantka
wykazata duzg znajomos$¢ zawartej w pracy problematyki badawczej. Swobodnie
konfrontuje uzyskane wyniki badan wiasnych z najnowszymi danymi piSmiennictwa,
precyzyjnie, a zarazem wielostronnie ustosunkowuje sie do analizowanych zjawisk.
W ocenach tych jest obiektywna, nierzadko nawet krytyczna, co dobrze rokuje w jej
przysziej pracy naukowej. Tekst mimo ziozono$Sci poruszanej problematyki jest
ponadto bardzo tatwy w odbiorze przez czytajgcego.

Uzyskane wyniki badan pozwolity Autorce na wyciggniecie 6 wnioskow, ktére w
wiekszosci obejmujg zagadnienia zawarte w pracy. W mojej ocenie, zaréwno
kolejnos¢ jak i tresci zawarte w niektérych wnioskach nalezy poddaé modyfikacji. Np.
zasadno$S¢ wniosku pierwszego nie znajduje potwierdzenia w materiatach |
metodach, gdyz izolowane szczepy pochodzity z Srodowisk hodowlanych, a nie jak to
wynika z tresci wniosku z produktéw drobiarskich przeznaczonych do konsumpciji dla
ludzi. Takze wniosek szdésty nie wnika z analizy wynikbw uzyskanych ze

zrealizowanej pracy doktorskiej, a z analizy piSmiennictwa.



Krytyczne uwagi zawarte w ocenie dysertacji doktorskiej nie majg wptywu na
jej wysokg ocene merytoryczng. Doktorantka wywigzata sie w sposéb bardzo
zadawalajacy z realizacji podjetych badan zawartych w zatozeniach i celach pracy.
Koncepcja badan jest nowatorska, a uzyskane wyniki posiadajg znaczacy aspekt
poznawczy i praktyczny. Zaplanowany zakres badan zostat zrealizowany w sposéb
witasciwy, przy zastosowaniu nowoczesnych metod badawczych.

W oparciu o powyzsze, podjeta przez Doktorantke problematyka badawcza
Jest zagadnieniem niezwykle aktualnym i uzasadnionym, majgcym zaréwno walory
poznawcze jak i aspekty aplikacyjne istotne z punktu widzenia lekarsko-
weterynaryjnego.

Dostrzezone niescistosci zostaly naniesione w recenzowanym egzemplarzu
pracy do ewentualnego wykorzystania przez Autorke przy przygotowaniu pracy do
druku. Reasumujgc nalezy stwierdzié, ze przediozona do recenzji praca doktorska,
pomimo przedstawionych uwag krytycznych prezentuje wysokg warto$é
merytoryczng. Na podstawie przedstawionej oceny stwierdzam, ze Doktorantka
opanowata w petni zas6b wiedzy, pozwalajgcy na realizacie badan w zakresie
wymaganym od pracownika ze stopniem naukowym doktora, a oceniana praca
doktorska posiada duzg warto$¢ naukowa i praktyczna.

Pomijajgc niedociggniecia, tatwe do skorygowania przed opublikowaniem
pracy stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,Ocena wiasciwosci litycznych
bakteriofagébw swoistych dla Escherichia coli i Campylobacter spp. izolowanych z
przewodu pokarmowego ptakoéw” dostarcza podstaw dla uzasadnionego wniosku, ze
Autorka wykazata znajomos$¢ przedmiotu, korzysta swobodnie z aktualnego
piSmiennictwa, umiejetnie dobierajac i kojarzac fakty potrafi réwniez swobodnie
postugiwac sie odpowiednimi technikami, a takze formutowac poprawnie wnioski. W
mojej opinii oceniana rozprawa spetnia wymogi okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki. Przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
UP w Lublinie wniosek o dopuszczenie lek. wet. Anny Dudzic do dalszych etapéw
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