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Warszawa, 07 grudnia 2022

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Kosznik-Kwasnickiej pt. ,,Poréwnanie
efektywnosci antybiotykoterapii i fagoterapii w zwalczaniu bakterii Salmonella enterica
powodujgcych zakazenia drobiu", (ang. Comparison of the effectiveness of antibiotic treatment and
phage therapy in eradication of Salmonella enterica responsible for infections of poultry).
Rozprawa doktorska zostata wykonana w Pracowni Biologii Molekularnej Instytutu Biochemii i
Biofizyki PAN w Gdansku pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Alicji Wegrzyn.

Przedlozona mi do recenzji dysertacja dotyczy mozliwosci wykorzystania bakteriofagow jako
terapeutykow do zwalczania infekeji Salmonella enterica drobiu. W ramach prac doswiadczalnych
wyizolowano i scharakteryzowano kilka wiruséw infekujacych Salmonella enterica celem wyboru
takich, ktore miaty wejs¢ w sklad przyszlego leczniczego koktajlu fagowego skierowanego
przeciwko serotypom Typhimurium i Enteritidis. Skuteczno$é terapeutyczna tego koktajlu byta
nastgpnie testowana w szeregu doswiadczen przeprowadzonych w warunkach in vitro i in vivo z
wykorzystaniem modeli zwierzgcych, i poréwnywana z efektywnoscig antybiotykoterapii.

OCENA PRACY

Pracg doktorskg Pani mgr Katarzyny Kosznik-Kwasnickiej stanowi zbi6r spjnych tematycznie
czterech prac prezentujgcych oryginalne wyniki badan, opublikowanych w czasopismach o zasiegu
migdzynarodowym o ustalonym wspélezynniku wptywu tj. Impact Factor (IF) oraz jednej pracy
przeglagdowej. Artykuty te zostaty wydane w latach 2019-2022. We wszystkich pigciu publikacjach -
Doktorantka jest pierwszym autorem. W rozprawie doktorskiej, oprocz tych prac, zamieszczono spis
Dorobku naukowego Doktorantki, niezwykle obszerne Streszczenia w jezyku polskim i angielskim
oraz O$wiadczenia wspétautoréw o wkiadzie w ich powstanie i opublikowanie, co bylo konieczne
gdyz wszystkie prace stanowiace rozprawe doktorska sa wieloautorskie (artykuly 1-3 majg o$miu,
artykut 4 - szesciu, a artykut 5 dwudziestu wspotautoréw). Cel gtéwny pracy doktorskiej, a takze
zadania dodatkowe, zostat przez mgr Kosznik-Kwasnicka podane w Streszczeniu (s. 8-9 dysertacji),
cytuje: ,,stworzenie eksperymentalnego koktajlu fagowego przeciwko najpopularniejszym serotypom
S. enterica: Typhimurium i Enteritidis oraz poréwnanie jego skutecznosci z dotychczas stosowanymi
W weterynarii antybiotykami z wykorzystaniem réznych modeli badawczych”. Ten jasno
sformutowany cel zostat osiggniety.

Narastajgca antybiotykoopornos¢ patogennych bakterii to problem dotyczacy nie tylko leczenia
zakazonych ludzi, ale takze w weterynarii, a tu wyzwaniem jest nie tylko zwalczanie infekcji zwierzat



gospodarczych, ale przede wszystkim ich zapobieganie. W przypadku salmonellozy drobiu nie
podejmuje si¢ w ogole leczenia zwierzat gdyz w Unii Europejskiej jest ono prawnie zabronione,
podobnie jak profilaktyczne podawanie antybiotykéw ptactwu hodowlanemu. W konsekwencji
konieczne jest poszukiwanie nowych rozwigzan, stanowigcych alternatywe dla antybiotykow.
Jednym z takich rozwigzan jest wykorzystanie bakteriofagdw, ktore z sukcesem jest juz stosowane w
przemysle spozywczym w krajach poza UE. W literaturze naukowej mozna znalez¢ artykuty
opisujace izolacj¢ fagéw infekujacych S. enterica a takze testy wskazujace na ich skutecznosé w
zwalczaniu S. enterica w warunkach laboratoryjnych. Znacznie mniej jest prac wychodzacych poza
te ramy, w szczeg6lnosci z uzyciem drobiu jako modelu badawczego i w zasadzie brak jest analiz
porownawczych skutecznosci antybiotykéw i fagoterapii. Dlatego tak wazne, z punktu widzenia
poznawczego i aplikacyjnego, sg prace zespolu pod kierunkiem prof. Alicji Wegrzyn, Scisle
wpisujgce si¢ w t¢ tematyke. Wsréd nich znajdujg si¢ whasnie te zgloszone przez mgr Katarzyne
Kosznik-Kwasnicka w ramach jej rozprawy doktorskiej.

Artykul oznaczony przez mgr Kosznik-Kwasnicka numerem 1 to praca przegladowa (rozdziat:
The Use of Bacteriophages in Animal Health and Food Protection w monografii: Phage Therapy: A
Practical Approach, 2019). Praca ta stanowi dobry wstep dla przedstawionego do oceny cyklu
artykutow eksperymentalnych, dostarczajac informacje o przedmiocie badan Doktorantki.
Przedstawiono migdzy innymi gtéwne choroby bakteryjne drobiu. a takze sposoby ich zwalczania z
uzyciem antybiotykéw i fagéw, w tym podejscia eksperymentalne.

Artykuty nr 2 i 3, ktére ukazaty si¢ w czasopismie International Journal of Molecular Sciences
(IIMS) w roku 2020, zawieraja opis kompleksowej charakterystyki pieciu fagéw S. enterica, w tym
takze whasciwosci istotnych w odniesieniu do mozliwosei ich zastosowania w fagoterapii. Dwa
wirusy - vB_Sen-TO17 i vB_SenM-2 — weszly w skiad eksperymentalnego koktajlu fagowego,
wykorzystanego na dalszych etapach prac badawczych Doktorantki. Drobna uwaga - wspélezynnik
wplywu dla danej publikacji podaje si¢ zgodnie z rokiem jej opublikowania. Dla IIMS w roku 2020
wynosil on 5,923 a nie jak podano na stronach 80 i 138 - 6,208.

Artykuly 4 i 5, ktére ukazaty sie w roku 2022 w czasopismach Microbiological Research oraz
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology (IF odpowiednio 5,07 i 6,073) demonstrujg
potencjal leczniczy stworzonego koktajlu fagowego w zwalczaniu serotypow Typhimurium i
Enteritidis S. enferica w testach in vitro i in vivo (modele zwierzece: larwy Galleria mellonella i kura
domowa, Gallus gallus). Wykazano migdzy innymi, ze aktywno$é antybakteryjna koktajlu jest
znacznie wigksza niz zastosowanie pojedynczych fagéw vB_Sen-TO17 i vB_SenM-2, a takze, ze jest
on nie mniej skuteczny niz powszechnie stosowane w weterynarii antybiotyki. Jednoczesnie fagi
cechowata wysoka selektywnos$¢ bakteriobdjcza w poréwnaniu do antybiotykéw. Zmieniony, po
zastosowaniu  ktérejkolwiek z terapii, mikrobiom kur do$é szybko powracal do sktadu
identyfikowanego w kontroli w przypadku uzycia do leczenia fagéw, a same fagi byly usuwane z
organizméw kurczat maksymalnie po kilkunastu dniach od zakonczenia terapii.
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Whioski koncowe ptynace z rezultatéw cyklu prac sa bardzo obiecujgce — zademonstrowano, ze
bakteriofagi mogg mie¢ zastosowanie w leczeniu salmonellozy kurczat, sa tak samo skuteczne jak
antybiotyki a przy tym wydajg si¢ byé bardziej wybibrcze, a zatem bezpieczniejsze niz
antybiotykoterapia.

Trzeba podkresli¢, ze przedstawiony do oceny cykl prac jest nie tylko spojny tematycznie, ale
co wazniejsze kolejne prace stanowig wyrazng kontynuacje poprzednich. Caty cykl charakteryzuje
si¢ oryginalnoscia i wysokim poziomem naukowym, a podjeta tematyka, jak wspomniatam
wezesniej, jest wazna z punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego. Nie bede w niniejszej recenzji
bardzo szczeg6lowo ocenia¢ ani przeprowadzonych do$wiadczen ani wartosci poznawczej
uzyskanych wynikéw. Zaréwno warsztat badawczy, wykorzystany do przeprowadzenia
eksperymentéw, jak i uzyskane wyniki oraz sformutowane wnioski podlegaty bowiem bardzo
wnikliwej i skrupulatnej ocenie dokonanej przez specjalistéw — recenzentow i edytorow czasopism
naukowych, w ktérych zostaty opublikowane. Chce natomiast zwrocié uwage, ze eksperymenty
przeprowadzono z uzyciem réznorodnych metod badawezych, co dowodzi wysokich umiejetnosei
technicznych i bieglosci w pracy laboratoryjnej mgr Katarzyny Kosznik-Kwasnickiej. Jestem tez pod
wrazeniem ogromu prac jaka zostata wykonana w kazdej z publikacii.

Prace stanowigce rozprawe doktorska sg wieloautorskie. Pozycja pierwszego autora we
wszystkich artykulach pozwala wnioskowaé¢ o wiodacej roli mgr Kosznik-Kwasnickiej w
prowadzonych pracach. Ponadto Doktorantka w swoich o$wiadczeniach jasno okreslita swoj wktad
W powstanie prac, co zostato potwierdzone przez innych wspétautorow.

PYTNIA I ZAGADNIENIA DO DYSKUSJI

Po przeczytaniu przedstawionej mi do recenzji pracy nasunety mi sie nast¢pujace pytania, prosze
wigc Doktorantke o ustosunkowanie sie do nich:
1) Co zdecydowalo o wyborze fagéw vB Sen-TO17 i vB_SenM-2 do przysztego koktajlu

terapeutycznego, dlaczego pozostate odrzucono, czy planuje sie testowanie tych pozostalych w
innych kombinacjach koktajlu?

2) Zaskoczyta mnie, w mojej opinii nie najwyzsza stabilnosé faga vB_Sen-TO17 w temperaturze 4°C
(artykut nr 3, Tabela 4, str. 4 w IJIMS, 2020, 21, 8821, str. 143 dysertacji), przezywalnos¢ ok. 86%
po 24 h. Czy ta tendencja si¢ utrzymywata (tj. czy liczba aktywnych fagéw systematycznie spadata
W tej temperaturze przy dluzszej niz 24 h inkubacji)? Czy nie stanowito to jakiego$ problemu w
wykorzystaniu vB_Sen-TO17 w koktajlu, jak zatem zostat on rozwigzany?

3) Fag vB_Sen-TO17 przypuszczalnie koduje enzym degradujacy polisacharydowy sktadnik otoczki
gospodarza (tzw. depolimeraze wchodzaca w skiad kapsydu), co sugeruje powstajace halo wokot
tysinek. Czy podjeta zostat proba identyfikacji genu kodujacego ten enzym oraz jego charakterystyki?
Depolimerazy fagowe majg ogromny potencjat aplikacyjny jako enzybiotyki, czy mogty by wiec by¢
wykorzystane w weterynarii? Czy znane sg z literatury takie przykiady?



4) Kilkakrotnie podano, ze wielkosci vB_Sen-TO17 i vB_SenM-2 znaczaco si¢ r6znia, co moze by¢
przyczyng identyfikowanej neutralizacji tego drugiego przez kurczgce osocze. Jakie faktycznie sg to
roznice w wielkosci? Parametry rozmiaru vB_SenM-2 nie byly podane w dostarczonych artykutach.

5) Na podstawie uzyskanych wynikow (artykul 5) mozna bez watpienia postawi¢ wniosek, ze koktajl
bakteriofagéw vB_Sen-TO17 i vB_SenM-2 moze mie¢ zastosowanie w leczeniu zakazen u drobiu.
Natomiast konkluzje Doktorantki, zawarta w Streszczeniu (s. 13), ze ten fagowy ,,preparat moze by¢
z powodzeniem stosowany w profilaktyce zakazen”, uwazam jednak za daleko idaca i nie poparta
eksperymentalnie. Scislej — przeprowadzone testy nie zawieraly w swoim scenariuszu wariantu w
ktorym grupie kur podano by najpierw koktajl bakteriofagowy, a dopiero po6zniej zostalyby
zainfekowane patogenng S. enterica. Wariant, w ktérym koktajl jest podany 24h po infekcji kur przez
S. enterica nie jest w mojej opinii, z nim tozsamy. Tym bardziej w $wietle zmian jakie sa
obserwowane w kurzym mikrobiomie po podaniu samych fagéw. Mozna si¢ spodziewal, ze
patogenne S. enferica natrafiajg na inny sklad mikroorganizméw w obu przypadkach. Prositabym
Doktorantke o przedyskutowanie tej kwestii. Czy takie badania, w ktorych koktajl bakteriofagowy
zostal podany kurom wczesniej, a dopiero pdzniej byty one infekowane patogenna S. enterica, zostaly
juz przeprowadzone, ale ich wyniki nie zostaty opublikowane?

6) W artykule 5 uzyskano bardzo ciekawy wynik (juz wyzej przywotany) wskazujacy na zmiang
struktury spolecznosci drobnoustrojow jelitowych po podaniu samego koktajlu (bez pre-infekcji S.
enterica). Prositabym o rozwazenie przez Doktorantke mozliwosci, ze przyczyna tego rezultatu byta
obecnosci w mikrobiomie kur bakterii wrazliwych na fagi z koktajlu, vB_Sen-TO17 czy vB_SenM-
2. 1 gdyby tak bylo, jaki mogloby mie¢ to wptyw na efektywnos¢ koktajlu, takze w profilaktyce?

Chciatabym tez zaznaczy¢, ze dorobek naukowy mgr Katarzyny Kosznik-Kwasnickiej jest znacznie
szerszy niz pie¢ publikacji tworzacych cykl rozprawy doktorskiej, bo oprocz nich, Doktorantka byt
wspotautorem 9 publikacji, ktére ukazaly si¢ w uznanych czasopismach. Ponadto Doktorantka
prezentowata swoje wyniki podczas wystapien na szesciu konferencjach migdzynarodowych.

WNIOSKI KONCOWE
Przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz.
595 z p6ézn. zm.), w zw. z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.2018.1669) z p6zn. zm. i stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego. Stanowi tez dowdd umiejetnosci samodzielnego prowadzenia przez Doktorantke prac
naukowych. W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Katarzyny Kosznik-Kwasnickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Majac na uwadze wysoka warto$¢ uzyskanych wynikow oraz fakt, ze zostaly one opublikowane w
czterech oryginalnych artykutach w renomowanych czasopismach naukowych, przy udokumentowanym
bardzo duzym wkladzie mgr Kosznik-Kwasnickiej w ich powstanie, wnosz¢ o wyrdznienie recenzowanej
rozprawy stosowna nagroda.
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