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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Necel,

pt.

»Morfologiczna i molekularna charakterystyka bakteriofaga vB_Eco4M-7,
wirulentnego wobec patogennych bakterii Escherichia coli O157:H7”
(,,The morphological and molecular characterization of bacteriophage vB_Eco4M-7,

virulent to the pathogenic Escherichia coli O157:H7”),

wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Grzegorza Wegrzyna i dr Sylwii Bloch (promotor pomoc-

niczej) w Katedrze Biologii Molekularnej Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego

Nowe i powracajgce patogeny, a jednoczesnie rosngcy odsetek szczepdéw wielolekoopornych,
staly sie niezmiernie istotnym problemem zdrowia publicznego na §wiecie. Fakt ten wyznaczyt takze
oléwny kierunek dziatan zwigzanych z prewencjq i terapig bakteryjnych chorob zakaznych, sklania-
jac do poszukiwania bardziej skutecznych oraz bezpiecznych $rodkow wykazujgcych specyficzna
aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa. Z tego wlasnie powodu wysitki wielu zespotéw badawczych
skupiaja sie obecnie na prowadzeniu szeroko zakrojonych badaf ukierunkowanych na opracowaniu
i wdrazaniu alternatywnych metod eradykacji groZnych bakterii.

W tym kontekscie odkryte ponad 100 lat temu bakteriofagi (fagi), wirusy specyficzne dla komo-
rek bakteryjnych, znajdujg zastosowanie zaréwno w jedno- lub wielofagowej terapii chor6b bakte-
ryjnych, jak réwniez w ich profilaktyce. Ztozono$¢ strukturalna czgsteczek tworzacych wirion fago-

wy oraz unikalna biologia sprawiajg, ze bakteriofagi jako pasazowalne jednostki bakteriolityczne

1



Zachodniopomorsiki
Uniwersytat
Technologiczny
w Szezecinie

mogg byé wykorzystywane nie tylko w lecznictwie, ale réwniez w procesach sanityzacji, biokontroli
czy tez biokonserwacji zywnoéci. Szczegolne znaczenie przypisuje sie im w zwalczaniu wigkszosci
patogenéw bakteryjnych, ktore charakteryzuja si¢ zdolnoscig do wytwarzania toksyn 1 biofilmu, bgdz
w rézny sposéb implikujg problemy zwigzane z leczeniem. Przyktadem takich patogenow sg shiga-
toksyczne szczepy Escherichia coli (shigatoxigenic E. coli — ST EC), ktore wraz z podgrupg entero-
krwotocznych szczepéw E. coli (enterohemorrhagic E. coli — EHEC), charakteryzujg si¢ m.in. zdol-
noscia do wytwarzania cytotoksyn Shiga (Stx). Zidentyfikowane 40 lat temu, jako grozny czynnik
zakazen pokarmowych u ludzi, szczepy STEC obejmujg ponad 400 serotypdw, sposrod ktérych ok.
100 wyizolowano z przypadkow chorobowych u ludzi. Patogeny tc s3 wyjgtkowe nie tylko za spra-
wa zlozonego patomechanizmu dziatania, bardzo niskicj dawki zakaznej czy drog transmisji, ale
takze ze wzgledu na trudnosci zwigzane z zastosowaniem standardowej antybiotykoterapii w przy-
padku zespotéw chorobowych powstajacych na ich tle.

Chociaz zainteresowanie bakteriofagoterapia gwattownie wzrosto w ostatnich latach, zwlaszcza
w obliczu przypadkéw nieskutecznosei rutynowo stosowanych procedur leczniczych, to ich wyko-
rzystanie (oczywiscie poza niektorymi krajami, takimi jak np. Polska, gdzie fagi terapeutyczne sto-
sowane byly juz od dawna) nie zostalo jeszcze powszechnie przyjete przez wspdtczesng medycyne.
Z tego wzgledu wszelkie prace badawcze opisujace i charakteryzujgce bakteriofagi, w tym zwlaszcza
nowo odkryte, mogg przyczyni¢ sie do promowania rozwoju i wykorzystania ich potencjatu aplika-
cyjnego. Dlatego tez temat podjety przez Panig mgr Agnieszke Necel jest niezmiernie istotny i jak
najbardziej uzasadniony, przede wszystkim z powodu mozliwosci uzyskénia znaczagcych efektow
leczenia i profilaktyki niektérych choréb bakteryjnych, ale réwniez ze wzgledu na walory poznaw-
cze, wiele wnoszace do wiedzy o bakteriofagach.

Kandydatka do stopnia naukowego przedlozyla pracg doktorska, pt. ,Morfologiczna i moleku-
Jarna charakterystyka bakteriofaga vB_Eco4M-7, wirulentnego wobec patogennych bakterii Escheri-
chia coli O157:H7” (ang. ,,The morphological and molecular characterization of bacteriophage
vB_Eco4M-7, virulent to the pathogenic Escherichia coli 0157:H7”), wykonang pod kierunkiem
Pana prof. dra hab. Grzegorza Wegrzyna i Pani dr Sylwii Bloch (promotor pomocniczej) W Katedrze
Biologii Molekularnej Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego. Na przygotowang rozprawg
doktorska sktada sie spojny tematycznie cykl trzech oryginalnych artykutéw anglojezycznych opu-
blikowanych w czasopismach naukowych z listy JCR, o sumarycznym wskazniku oddziatywania
wynoszacym 13,105 i tacznej punktacii ministerialnej rownej 310). Wszystkie prace opublikowano
w latach 20202022 w recenzowanych czasopismach posiadajgcych wysoki wskaznik cytowan
i punktacje Ministerstwa Edukacji i Nauki wynoszgcych odpowiednio w przypadku Scientific Re-
ports — IF=4,380 (MEiN=140 pkt.), Toxins — IF=4,086 (MEiN=100 pkt.) oraz Antibiotics — IF=4,639
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(MEiN=70 pkt.). W publikacjach tych Kandydatka byta pierwszym wspoétautorem, a ze zlozonych
przez Doktorantke o$wiadezen wynika, Ze Jej wkiad w poszezegdlne publikacje byt znaczacy i pole-
gal na planowaniu wszystkich przeprowadzonych eksperymentow, wykonaniu czgsci specjalistycz-
nych oznaczen, w tym takich jak: analiza zakresu gospodarzy dla badanych bakteriofagdw, charakte-
rystyka cech morfologicznych fagéw wraz z analizg ich rozwoju w komoérkach uzytego szczepu
E. coli O157:H7 (ST2-8624), oczyszczanie czgstek fagowych z wykorzystaniem wirowania w gra-
diencie chlorku cezu, przygotowanie prob do sekwencjonowania i analizy proteomicznej, a takze
ocena wrazliwosci czastek fagowych na czynniki dezynfekceyjne, analiza efektywnosci powstawania
mutantow fagoopornych, czy analiza wptywu faga vB_Eco4M-7, koktajlu fagowego i terapii kombi-
nowanej na biofilmy tworzone przez wykorzystywany w badaniach szczep E. coli O157:H7. Ponad-
to, Autorka uczestniczyla w badaniach majgcych na celu oceng toksycznosci preparatu fagowego
wobec komorek ssaczych, jego stabilnosci i dziatania na komorki gospodarza, brala tez udziat w in-
terpretacji uzyskanych wynikow oraz w przygotowaniu manuskryptow.

Wartym podkreslenia jest fakt, iz mgr Agnieszka Necel posiada w swoim dorobku naukowym,
poza trzema wykorzystanymi w niniejszej pracy doktorskiej, inne bardzo znaczace publikacje nau-
kowe o0 zasiegu miedzynarodowym, a takze rozdzial w ksigzce i patent, w ktoérych podejmowana
byta podobna problematyka, co niewatpliwie mialo wplyw na ostateczny ksztalt, przedstawionej mi
do oceny, dysertacji. Doktorantka brata tez udziat w kilku projektach badawezych, z ktérych jednym
kierowala w ramach badan mlodych naukowcow Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, na-
tomiast dwa wskazata jako Zrodia finansowania swojej pracy doktorskiej. Pozyskiwanie funduszy
w celu realizacji badafh wymagajacych zastosowania zaawansowanych metod badawczych oraz spe-
cjalistycznej aparatury jest koniecznodcig i wymaga, oprocz odpowiedniej wiedzy 1 umiejetnoscei,
takze duzych zdolnosci organizacyjnych. Z kolei, martwi¢ moze brak informacji na temat odbytych
stazy naukowych, w tym zwlaszcza zagranicznych, co w dzisiejszych czasach wydaje si¢ kluczowe

dla zapewnienia prawidlowego i statego rozwoju naukowego.

Ocena formalna pracy

Praca doktorska Pani mgr Agnieszki Necel zostata zredagowana w sposob typowy dla opraco-
war, ktorych podstawe stanowia juz opublikowane powigzane tematycznie artykuly naukowe. Poza
przedrukiem oryginalnych publikacji wraz z suplementem (,,Supporting information™), w pracy
obejmujacej tacznie 127 stron, umieszczone zostaty kopie owiadczen dotyczacych wkladu w publi-
kacje wszystkich wspolautorow. Cato$¢ poprzedzona zostata krétkim streszczeniem w jezyku pol-

skim i angielskim, w ktérym ogdlnie nakreslono i oméwiono podjetg problematyke tytutem wpro-
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wadzenia, a nastepnie przedstawiono najwazniejsze rezultaty badan zawartych w publikacjach skta-
dajacych sie na niniejszg rozprawe. Uwzgledniajac osobowsa forme prezentacii, kolejne odnosniki do
odpowiednich pozycji piSmiennictwa zestawionego na koficu, czy tez odniesienia do wlasnych arty-
kuldw, ta cze$¢ pracy nie ma raczej charakteru typowego streszczenia. Przyzna¢ jednak nalezy, ze
zgodnie z intencjg Autorki spetnila ona zaktadany cel, czyli ukazanie logicznie powigzanego opisu
tematyki i wynikéw pracy, co wydaje si¢ wazne z punktu widzenia calosci ocenianej dysertacji. Pra-
ce uzupeiono informacjami o dorobku naukowym Kandydatki, danych bibliometrycznych artyku-
16w wehodzacych w sklad rozprawy i zrodlach finansowania badan, a takze spisem tresci oraz po-

dzigkowaniami.

Ocena merytoryczna pracy

Przygotowana przez mgr Agnieszke Necel rozprawa doktorska idealnie wpisuje sig w szeroki
nurt badan naukowych dotyczacych mikrobiologicznej oceny przydatnosci fagow do zwalczania
groznych infekeji bakteryjnych, z réwnoczesnym uwzglednieniem ewentualnych czynnikow, ktore
moga ograniczaé uzyteczno$é¢ takiej metody eradykacji. Z drugiej strony bakteriofagi moga by¢ tak-
7e z powodzeniem stosowane w ochronie zywnosci, gldwnie ze wzgledu na wszechstronne cechy,
takie jak np. stabilno$¢ termiczna i chemiczna oraz specyficzne dziatanie uwzgledniajgce szeroki
zakres warunkow wystepujgeych na liniach produkeyjnych. Wiasnie takie aspekty, w ujeciu ogdl-
nym, przy$wiecaly niewatpliwie Doktorantce przy planowaniu i realizacji badan wiasnych. Autorka
umiejetnie polgczylta poszczegdlne etapy badafh wyznaczone przez zwigzle postawiony cel glowny,
ktérym bylo scharakteryzowanie nowo odkrytego i specyficznego wobec bakterii STEC bakteriofaga
o nazwie vB_Eco4M-7, jako potencjalnego narz¢dzia w terapii zakazen bakteryjnych oraz biokontro-
li zywnosci. Bakteriofag ten zostal pozyskany podczas wezesniejszych badan zespotu, do ktdrego
Kandydatka dotgczyta, kontynuujac nastgpnie prace dotyczace jego szczegOlowej charakterystyki.

Wszystkie przeprowadzone analizy i uzyskane rezultaty zaprezentowano w trzech kolejno uka-
zujacych sie artykutach naukowych, ktére przechodzac juz stosowns, szczegdlowsg oceng recenzenc-
ka, potwierdzity swojg wysokg warto$¢ i rzetelno$¢ naukowg. Tym niemnicj obowigzkiem recenzen-
ta jest oméwienie znaczenia tych prac, w kontekscie wzbogacenia wiedzy na temat bakteriofagdw
terapeutycznych, a takze podjecie dyskusji z Autorkg w celu doprecyzowania interpretacji konkret-
nych wynikoéw. Od razu jednak nalezy zaznaczy¢, Ze zalozenia pracy zostaly w pelni zrealizowane,
a otrzymane wyniki uzyskaty realng warto$¢ aplikacyjng, do czego niewatpliwie przyczynila sig

prawidlowo dobrana metodyka badan.
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W artykule nr 1 przedstawiono, bardzo obszernie udokumentowana, charakterystyke nowego
bakteriofaga vB EcodM-7 okreslajgc pelng sekwencje nukleotydows jego genomu, obecnos¢ 96
otwartych ramek odczytu, w tym 35, ktérym udato si¢ przypisa¢ domniemane funkcje, co pozwolito
m.in. na uznanie go za faga litycznego. Jednoczesnie wykazano, ze genom faga vB_Eco4M-7 jest
wolny od gendéw kodujacych toksyny i inne czynniki wirulencji, ktére moga wptywaé na komorki
eukariotyczne. Ten etap badan pozwolil dowie$é przydatnosci nowo odkrytego faga do celéw tera-
peutycznych lub biokontroli zywnosci. Autorka, w swoim streszczeniu, wskazuje ponadto na fakt, iz
w genomie tego bakteriofaga nie wystepuja takze geny kodujace czynniki antybakteryjne. Mozna sie
domysla¢, ze chodzi o geny opornosci na antybiotyki, jednak nie ma na ten temat blizszych informa-
¢ji w tekscie artykutu nr 1.

Doktorantka, z uzyciem zaawansowanych metod genomicznych i proteomicznych, przedstawita
analizowanego bakteriofaga w poréwnaniu do innego, blisko z nim spokrewnionego faga
vB_ECML-117, ktéry wykazujac m.in. réznice w sekwencji genu kodujgcego bialko widkna ogonka
moze charakteryzowa¢ sie odmienng specyfikg w stosunku do gospodarza. Zresztg podobng wiasci-
wo$¢ posiadajg réwnicz cztery inne, wymieniane w tym artykule, fagi wykazujace wysoki stopief
homologii z wirusem vB Eco4M-7. Fakt ten wydaje si¢ istotny, poniewaz Autorka sugeruje mozli-
wos¢ tacznego uzycia fagdéw w preparacie, ktory dzigki temu, miatby wykazywaé wigksze spektrum
dzialania wobec patogendw transmitowanych drogg pokarmowsa. Przy tej okazji warto zapyta¢ —
czym jeszcze kierowala sig Autorka przy wyborze wlasnie tego fuga spoSréd pigciu blisko spokrew-
nionych bakteriofagdw, biorgc pod uwage, ze fag vB_ECML-117 wchodzi juz w sklad komercyjnego
preparatu wielofugowego EcoShield PX™, stosowanego przeciwko serotypowi E. coli O157:H7?

W kolejnych etapach, zrealizowanych i opisanych w tym artykule badafi, ustalono przynalez-
noéé taksonomiczng charakteryzowanego faga. Na podstawie obrazu spod transmisyjnego mikrosko-
pu elektronowego oraz analizy pokrewienstwa filogenetycznego zaklasyfikowano odkrytego faga do
powszechnie wystepujacej rodziny Myoviridae. Ustalono rowniez. wspolnie z fagiem vB_ECML-
117, jego zdolnos¢ do zakazania rdznych szczepéw bakteryjnych reprezentujgcych pateczki E. coli,
w tym przede wszystkim nalezacych do shigatoksycznego serotypu £. coli O157:H7 lub serogrupy
0157. Oba bakteriofagi wykazywaly aktywno$¢ bakteriolityczng takze wobec kilku innych izolatow
E. coli O157:H7 lub 0157, ale nie produkujacych toksyn Shiga. Autorka potwierdzita, ze w przeci-
wienistwie do faga vB_ECML-117, ktéry infekowat takze 5 (a nie jak przedstawiono w streszczeniu
6) szczepdw E. coli z serogrupy 025, fag vB_Eco4M-7 charakteryzowal si¢ wiekszg specyficzno-
$cig. Oba fagi nie atakowaly natomiast pozostatych szczepow STEC, w tym z serogrupy 026, czy tez
kolejnych izolatéw E. coli nie-O157 oraz innych gatunkéw bakterii. W swietle podanych danych
zasadnym wydaje sie jednak uzupelnienie informacji dotyczacych typu toksyny Stx produkowanej
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przez szezepy STEC wykazujace wrazliwo$¢ na infekcje analizowanymi fagami. Toksyna ta bowiem
wystepuje w dwdch podstawowych odmianach oznaczonych jako Stx1 i Stx2, réznigcych si¢ skia-
dem aminokwasowym, strukturg antygenows oraz aktywnoscig biologiczng. Shigatoksyczne szczepy
E. coli mogg wytwarzaé tylko jedna odmiane toksyny Stx badz obie odmiany réwnoczesnie, w za-
leznosci od obecnosci jednego lub dwoch profagdw lambdoidalnych kodujacych toksyne Shiga, zin-
tegrowanych z genomem gospodarza. Sama toksyna uwalniana jest natomiast podczas indukcji tych
profagdw. Przyjmuje si¢, ze szczepy E. coli O157:H7 kodujace toksyne Stx2 sg bardziej toksyczne
1 czgseiej, w pordwnaniu do toksyny Stx1, odpowiedzialne za wywotywanie zespotu hemolityczno-
mocznicowego (HUS). W tym kontekscie, na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, iz zaden z te-
stowanych fagéw nie przyczynit si¢ do indukeji profaga ST2-8624 (zawierajgcego gen gfp zamiast
gendw six), obecnego w genomie szezepu E. coli O157:H7, ktory wykorzystywano w badaniach.

Ciekawych informacji poréwnawczych, przedstawionych w artykule nr 1, dostarczyty badania
polegajace na okresleniu morfologii tysinek obu wiruséw bakteryjnych, pozwalajace na potwierdze-
nie cech charakterystycznych dla fagéw litycznych. Z kolei, dalsza analiza kinetyki rozwoju litycz-
nego badanych bakteriofagéw pozwolila na potwierdzenie ich duzej efektywnosci oraz wydajnosci
w skutecznym zabijaniu wrazliwych komoérek E. coli O157:H7. Dodaé nalezy, ze wskazano na wiek-
szg aktywnos¢ bakteriolityczng w przypadku nowo odkrytego faga vB Eco4M-7, przy czym Autorka
dowodzi tego na przykladzie pordwnania wiasciwoscei litycznych obu fagéw w ptynnej hodowli bak-
teryjnej gospodarza podczas monitorowania jej gestosci optycznej, a takze na podstawie licz-
by bakterii, ktore przezyly zakazenie fagiem wyrazonej w jtk/mL. W przypadku oceny szybkosci
adsorpcji oraz jednoetapowego wzrostu wydaje sie natomiast, ze nieco lepiej pod tym wzgledem
wypadat fag vB_ECML-117 — czym Doktorantka thumaczy te réznice?

Bardzo wazne, zwlaszeza z aplikacyjnego punktu widzenia, byto tez wykazanie opornosci obu
fagdw na dziatanie wybranych $rodkdéw myjagcych i odkazajgeych, takich jak: 10% mydto i 10% ptyn
do mycia naczyn, Line-Antibacterial 70 1 Virusolve, natomiast wrazliwosci na 63% etanol, 0,5%
Virkon i 5% Viruton Pulver. Uzyskane dane sg interesujgce i dlatego wymagajg dokladniejszego omdwie-
nia. Warto wigc zapytaé — jak mozna zinterpretowaé otrzymane wyniki?

Zakladajac wykorzystanie bakteriofagéw do ochrony zywnosci przeciwko patogenom E. coli
O157:H7, wykazujgcym zdolno$é przylegania do réznych powierzchni, kolonizowania i formowania
na nich biofilmu, Autorka podjeta udang probe sprawdzenia czy (charakteryzowany w pracy doktor-
skiej) fag vB_Eco4M-7 moze byé skutecznie zastosowany w biokontroli zywnosci. W tym celu
opracowala system walidacji do selekcji bakteriofagdw ukierunkowanych na bakterie STEC konta-

minujgce zywnos¢, oparty na nowo odkrytym fagu, jego gospodarzu — szczepie E. coli O157:H7



(ST2-8624) oraz pokrojonych plastrach ogoérka (stanowigcego warzywo modelowe) zaszczepionych
szczepem gospodarza i fagiem. Ten etap badan zostat szeroko oméwiony w artykule nr 2.

Mozna zauwazy¢, ze przygotowujac eksperyment, Pani mgr Agnieszka Necel uwzglednita spe-
cylikg 1 warunki zwigzane z ochrong i bezpieczefnstwem zywnosci, co niewatpliwie dowodzi duzej
wiedzy i doswiadczenia w tym zakresie. Jest to wazne zwlaszcza w realizacji badan eksperymental-
nych, ktorych wyniki majg przektadaé si¢ na realne warunki zwigzane z produkcjg, transportem czy
przechowywaniem zywnosci, w tym np. warzyw. Dlatego zaprezentowane badania mozna uznaé za
niezwykle istotne dla kompleksowej charakterystyki potencjatu aplikacyjnego analizowanego faga
vB_Eco4M-7. Wykazano, ze moze on skutecznie ogranicza¢ wzrost i namnazanie bakterii STEC,
zarbwno w modelowym systemie eksperymentalnym na powierzchni plastrow ogorka, jak
1 w plynnej hodowli w postaci znaczgcego spadku jej gestosci optycznej. Efekt ten odnotowywano
juz po 6 godzinach inkubacji na powierzchni ogérka przy kazdej z zastosowanych wartosci wielo-
krotnosci zakazenia, tzw. MOI (ang. multiplicity of infection), tj. od 0,0001 do 10, a takze po ok. 4
godzinach od momentu dodania lizatu fagowego do hodowli bakteryjnej. W tym przypadku (zgodnie
z oczekiwaniem) nastgpowalo to jednak najefektywniej przy wyzszych wartosciach MOI (od 0,1 do
10), chociaz warto odnotowaé, ze podczas 24-godzinnej inkubacji na plasterkach ogdrka analizowa-
ny bakteriofag wykazywal najwyzsza aktywnos¢ lityczng wobec szczepu gospodarza przy nizszych
warto$ciach MOI (od 0,0001 do 0,01). Dodatkowo, zaobserwowano, ze wydhuzenie czasu inkubacji
do 24 godzin spowodowato (w przypadku obu systeméw badawczych) pojawienie si¢ mutantéw
opornych na tego faga, przy wszystkich zastosowanych wartosciach MOIL. Co wigcej, wydajnosé
procesu tworzenia takich mutantow okazata si¢ bardziej efektywna przy wysokich wartosciach MOI.
Najwyzsza wydajnos¢ byta widoczna przy MOI = 10, podczas gdy najnizsza wystgpita przy MOI =
0,001. Autorka podjeta probe interpretacji uzyskanych wynikéw zakladajge, ze mogg one by¢ zwig-
zane z silng presjg selekcyjng uwarunkowang wysokimi wartosciami MOI. Taka argumentacja jest
logiczna i zgodna z aktualng wiedzg w tym zakresie, jednak wystapienie tego zjawiska w srodowisku
naturalnym zwigzanym z zywnoscig, z pewnoscig wymaga kolejnych badan.

W dalszej czesci pracy, opisanej w artykule nr 2, Doktorantka uwzglednila fakt, iz testowany
preparat fagowy powinien by¢ bezpieczny dla zdrowia cztowieka. W tym celu, we wspdipracy
7 Osrodkiem Badan nad Zwierzetami Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, zaprojektowano 1 wdro-
zono ocene toksycznosci faga vB_Ecod4M-7 wobec linii komoérek ssaczych Balb/3T3. Przeprowa-
dzone badania pozwolily wykluczy¢ toksycznosé tego bakteriofaga wobec komorek ssaczych, a tym
samym, potwierdzily uzyteczno$é przygotowanego na jego bazie lizatu fagowego w procedurach
zwigzanych z ochrong zywnosci przed patogenami z grupy STEC. Przydatnos¢ tego preparatu anty-
bakteryjnego do ochrony zywnosci wykazano ponadto, poprzez oznaczenie rownie efektywnej ak-
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tywnosci bakteriolitycznej bakteriofaga vB FEcod4M-7, zaréwno w temperaturze 37°C, jak i w niz-
szych temperaturach (12°C i 25°C). Dowodzi to duzego potencjalu aplikacyjnego tego faga i jeszcze
bardziej uprawdopodabnia mozliwos¢ jego zastosowania w warunkach terenowych, czyli w warun-
kach rzeczywistego przechowywania zywnosci. Jednakze, na co autokrytycznie wskazuje Autorka,
nalezy zachowa¢ ostroznos¢ ze wzgledu na zjawisko pojawiania si¢ bakterii opornych na stosowane
bakteriofagi.

Odnotowane spostrzezenia sg niezwykle interesujgce, z poznawczego i aplikacyjnego punktu
widzenia, ale réwnoczesénie sklaniajg do refleksji nad sposobem w jaki nalezatoby zastosowac taki
preparat fagowy, uwzgledniajac dyfuzje faga w srodowisku bytowania bakterii kontaminujgcych
zywno$¢ 16znego pochodzenia. Warto pamietaé, ze podczas odnotowanych do tej pory epidemii na
tle E. coli O157:H7 zroédlem zakazenia byly przede wszystkim niedopieczone hamburgery wolowe
oraz (co wydaje sie szczegdlnie wazne poniewaz dotyczy wybuchu dwoéch najwigkszych epidemii
wywolanych przez bakteric STEC) niepoddane obrébee kietki rzodkiewki — w 1996 r. w Japonii
i kozieradki —w 2011 r. w Niemczech, przy czym w tym ostatnim przypadku czynnikiem etiologicz-
nym byl nietypowy szczep E. coli O104:H4. Jaki jest poglgd Doktorantki w tej sprawie?

Ostatnim etapem badan, podjetych przez Panig mgr Agnieszke Necel w ramach rozprawy dok-
torskiej 1 szeroko zaprezentowanych w artykule nr 3, byto przetestowanie wpltywu bakteriofaga
fagowy) oraz z roznymi antybiotykami (ciprofloksacyng i rifampicyng) na biofilm utworzony przez
szezep E. coli O157:H7 (ST2-8624). Mimo, ze terapia skojarzona wykorzystujaca potencjal fagow
litycznych laczonych z antybiotykami przeciwko biofilmom bakteryjnym jest dobrze znanang juz
strategia walki z groznymi patogenami, to jednak weiaz wymaga kompleksowych badan, gtownie ze
wzgledu na odpowiedni dobor fagow i antybiotykéw, a takze mozliwo$¢ pojawienia si¢ mutantow
opornych na ich dziatanie. W przypadku bakterii z grupy STEC, jest to tym bardziej wskazane po-
niewaz poza zdolno$cig formowania biofilmu skutecznie chronigcego komorki bakteryjne przed roz-
nymi czynnikami fizycznymi i chemicznymi, w tym zwigzkami przeciwbakteryjnymi, patogeny te
charakteryzujg si¢ toksycznoscig bezposrednio zwigzang ze zjawiskiem indukcji fagowej. Stad tez
przygotowane i wykonane badania w tym zakresie mozna uzna¢ za bardzo wazny element ocenianej
dysertacji, wienczacy petng charakterystyke bakteriofaga vB_Eco4M-7 wirulentnego wobec zjadli-
wych bakterii £. coli O157:H7.

Na szezegolne podkreslenie zastuguje oryginalna i rozbudowana procedura badawcza zastoso-
wana do oceny zdolnosci badanych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych do eliminacji testowa-
nych bakterii STEC z biofilmu. Pozwolila ona na wykazanie dziatania tych czynnikéw aplikowanych
pojedynczo, sekwencyjnie lub jednoczesnie. Taki uklad eksperymentu, podczas ktérego wykorzy-
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stywano optymalne i wlasciwie dobrane metody badawcze, jest logiczny i w petni uzasadniony
w kontekscie szczegdtowej analizy whasciwoscei antybiofilmowych ocenianych czynnikow.

Uzyskane wyniki pozwolity dowies¢, ze potgczenie terapii fagowej i wybranych antybiotykéw
jest skuteczne w obnizaniu liczby zywych komorek STEC obecnych w biofilmie, a takze w zmniej-
szaniu jego gestosci i grubosci, zwlaszeza gdy najpierw zastosowano bakteriofagi (najlepiej koktajl
fagowy), a nastgpnie podawano antybiotyk. Doktorantka wyjasniajgc zaistnialy synergistyczny efekt
dzialania fagow 1 antybiotykow, stusznie zauwaza, ze moze on by¢ zwigzany z poczgtkowym roz-
luznieniem struktury biofilmu przez bakteriofagi, dzieki czemu antybiotyki mogg dotrze¢ do gleb-
szych warstw biofilmu i zwigkszy¢ skutecznosé swego dzialania. Przy okazji odnotowano, ze se-
kwencyjne aplikowanie badanych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych generowalo najmniejszg
liczbe mutantow opornych na faga vB_Eco4M-7, jak tez na wybrane antybiotyki. Doda¢ jednak na-
lezy, iz wprawdzie w zadnych badanych warunkach nie wykryto mutantéw opornych na ciprofloksa-
cyne, to pojawily sie pewne izolaty oporne zaréwno na fagi, jak i rifampicyng, zwlaszcza w ekspe-
rymentach z sekwencyjnym aplikowaniem koktajlu fagowego i tego antybiotyku. Z czego mogg wy-
nikac te rozbieznosci?

Bardzo waznym aspektem badawczym, podjetym jeszcze i opisanym w artykule nr 3, bylo wy-
kazanie czy analizowane czynniki przeciwdrobnoustrojowe mogg powodowaé indukcje profaga
ST2-8624, obecnego w genomie szczepu E. coli O157:H7 (ST2-8624). W toku wykonanych badan
potwierdzono, ze ciprofloksacyna jest skuteczna w indukcji analizowanego profaga, chociaz
w mniejszym zakresie niz mitomycyna C, natomiast rifampicyna nie indukuje fagéw konwertujgcych
toksyng Shiga. Co wiecej, zakazenie komorek gospodarza fagiem vB_Eco4M-7 lub koktajlem fago-
wym (pojedynczo lub w potgczeniu z rifampicyna) catkowicie hamowato proces spontanicznej in-
dukeji profaga Stx. Na tej podstawie mozna byto wysnu¢ koncowy wniosek, ze takie czynniki moga
nie tylko skutecznie uczestniczy¢ w degradacji biofilmu formowanego przez szczepy STEC, ale
rowniez, ze rifampicyna lub pokrewne zwigzki moga zosta¢ uznane za obiecujgce, bezpieczne i sku-
teczne $rodki stosowane razem z koktajlem fagowym w terapii zakazen wywolywanych przez shiga-
toksyczne szczepy E. coli. W $wietle tych danych mozna pokusi¢ sie o pytanie — jakie sq realne moz-
liwosci wykorzystania tych odkryé w prakiyce klinicznej, szczegdlnie biorgce pod uwage fakt, iz
w badaniach stosowano antybiotyki dawkowane w stezeniach nadprogowych (skutecznych w zwal-
czaniu biofilmow, ale w zasadzie niemozliwych do zastosowania w terapii) i czy w zwiqzku z tym
zakladano przeprowadzenie testow z uzyciem dawek terapeulycznych?

Oczywiscie zadane pytania maja jedynie charakter dyskusyjny, pozwalajgcy na zwigkszenie wa-
loréw poznawczych i praktycznych niniejszej rozprawy. Ze wzgledu na znaczgcg wartos$¢ uzyska-
nych i zaprezentowanych rezultatow badan nalezy jednak podkresli¢, Zze majg one duze znaczenie,
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zaréwno dla rozwoju wiedzy na temat bakteriofagdw, jak i metod stosowanych w ocenie ich poten-

cjatu aplikacyjnego.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Wyniki badan uzyskane przez Kandydatke do stopnia naukowego w duzym stopniu przyczynity
sic do zaktualizowania wiedzy na temat praktycznych aspektow badan ukierunkowanych na cato-
$ciowa charakterystyke nowo wyizolowanych bakteriofagow, w tym takich jak zaprezentowany
w pracy doktorskiej fag vB_Eco4M-7. Jednoczesnie, biorgc pod uwage przedstawiony w dysertacji
cykl powigzanych tematycznie prac i catosé przedstawionego dorobku naukowego mozna stwierdzic,
z¢ przedstawiona do oceny rozprawa, zawiera warto$ciows, spéjng i oryginalng koncepcejg badawcza,
natomiast analiza i sposéb przedstawienia wynikow zrealizowanych badan jednoznacznie dowodzg
bardzo dobrych kwalifikacji zawodowych Doktorantki.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy
z dnia 14 marca 2003 1. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakre-
sie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789), zgodnie z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca
2018 1. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz.
1669). Biorge powyizsze pod uwage wnosze¢ zatem o przyjecie dysertacji i dopuszezenie Pani

mgr Agnieszki Necel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Szczecin, 24 czerwea 2022 r.
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