Xymena Stachurska

Rozprawa doktorska

WPLYW WYBRANYCH CZYNNIKOW PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH NA
AKTYWNOSC BAKTERIOLITYCZNA BAKTERIOFAGOW

Streszczenie

Glownym celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu wybranych czynnikéw
przeciwdrobnoustrojowych na aktywno$¢ bakteriolityczng bakteriofagébw, majac przede
wszystkim na uwadze interakcje pomigdzy tymi czynnikami. Przewidywano obecno$¢ interakcji
o réznym charakterze — synergistycznym i antagonistycznym, a takze brak obecnosci znaczgcych
oddziatywan.

W ramach tematu rozprawy, podjeto trzy watki badawcze odpowiadajace trzem
wybranym rodzajom czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych. Czynniki te obejmowaly
antybiotyki, nanomaterialy oraz ekstrakty roslinne w polaczniu z bakteriofagami litycznymi.
Obrane wielokierunkowe podejscie badawcze mialo na celu okreslenie, czy dane czynniki
przeciwdrobnoustrojowe majg potencjal koaplikacyjny z fagami litycznymi — czyli czy istnieje
mozliwos¢ ich jednoczesnej aplikacji w ramach taczonej terapii antybakteryjne;j.

Wraz z odkryciem fenomenu synergii dziatania niektorych antybiotykow i fagéw
litycznych (ang. phage-antibiotic synergy, PAS), srodowisko naukowe zainteresowalo sie
badaniami interakcji wyzej wymienionych czynnikéw, co zaowocowalo pojawieniem si¢
znacznej ilosci publikacji naukowych o tej tematyce w relatywnie krotkim czasie. Podczas
studiowania literatury pod katem planowania badan dysertacji doktorskiej, zauwazono jednak
brak ujednolicenia metody wstgpnego wykrywania PAS — w wielu pracach postugiwano sig¢
technika podwdjnej warstwy agarowej na plytkach Petriego (double-layer agar, DLA), jednakze
sposob aplikacji antybiotykéw roznit si¢ umiejscowieniem: od dodawania czynnika w postaci
krazkow na warstwe gorng agaru, po mieszanie go z agarem dolnym. Ta obserwacja pozwolita
na zaplanowanie pierwszych badan dysertacji, ktorych celem bylo okreslenie najefektywniejszej
modyfikacji metody podwdjnej warstwy, pozwalajacej na wykrycie polgczen fag-antybiotyk o
potencjale synergistycznym [D-1]. Do badan uzyto litycznego bakteriofaga typu T4 oraz 43
antybiotyki nalezace do réznych grup. Przetestowano siedem réznych modyfikacji metody DLA,
pod wzgledem miejsca aplikacji antybiotyku oraz obecnosci lub braku agaru dolnego. W
badaniach wykazano, ze calkowita liczba lysinek fagowych na ptytkach zalezata giéwnie od
zastosowanego antybiotyku. Réznice w ilosci tysinek zalezaly od rodzaju modyfikacji metody
DLA. Udowodniono, ze w celu najlepszej wizualizacji efektu PAS, najlepsze wyniki dostarczyla
modyfikacja z uzyciem krgzkéw antybiotykowych, w ktérej nastgpilo ogdlne zwigkszenie
zréznicowania $rednic tysinek fagowych w wyniku aplikacji antybiotyku bezpo$rednio na gérng
warstwe agaru w obecnosci agaru dolnego, co moglo wynika¢ przede wszystkim z powolnej
dyfuzji antybiotyku do strefy wzrostu bakterii. Natomiast najwigksza laczng liczbe tysinek
uzyskano przez dodanie antybiotyku do agaru dolnego z obecnoscig agaru gérnego. Wskazuje to,
ze chociaz antybiotyk méglby wykazywac efekt PAS standardows metodg krazkowa, warto
byloby zbadaé, czy efekt jest rownie zadowalajacy przy aplikacji antybiotykow bezposrednio do



agaru dolnego, w odniesieniu do uzycia tego samego bakteriofaga i gospodarza bakteryjnego [D-
1].

Badania naukowe podejmujace temat nanomaterialow i bakteriofagéw w gléwnej mierze
analizowaly mozliwos¢ i znaczenie tworzenia nanomaterialow z czesei skltadowych lub nawet
calych struktur fagowych. Z uwagi na brak literatury opisujacej interakcje bakteriofagéw i
nanomaterialow  (traktujgc = nanomaterialy  jako  drugi, autonomiczny  czynnik
przeciwdrobnoustrojowy), zdecydowano si¢ na przeprowadzenie pionierskich badan majacych na
celu eksperymentalne okreslenie ich mozliwosci koaplikacyjnych jako cze$¢ niniejszej dysertacji
[D-2]. W pracy uzyto litycznego bakteriofaga typu T4 oraz sze$¢ r6znych nanomaterialow w
postaci nanoczastek (ang. nanoparticles, NP): SiOs, TiO»-Si0,, TiO,, Fe;04, Fe;04-Si0: i SiO»-
Fe304-TiO2. W publikacji szczegétowo zbadano: zdolnosé faga do tworzenia tysinek, wydajnosé
lityczng faga, czas powstania plonéw fagowych oraz ich miana na podstawie oznaczen fazy
eklipsy. Wykazano, ze obrazowanie za pomoca transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM) oraz wyniki potencjatéw zeta nanoczgstek (ZP) byly kluczowe dla wyjasnienia
uzyskanych danych mikrobiologicznych. Podczas interpretacji wynikéw zaproponowano
hipoteze¢ zakladajaca, ze sama obecnos¢ ladunku nanoczgstek nie jest wystarczajaca, aby
bakteriofag adherowal w sposob uporzadkowany i specyficzny do nanoczastek, w konsekwencji
wplywajac na wydajnosé faga. Najwiekszy wplyw na obserwowane interakcje miaty wartosei
potencjaléw zeta nanoczastek. Wartosci graniczne ZP ustalono przy: ZP < —35 (mV) dla efektu
wigzania ogonka fagowego i ZP > 35 (mV) dla wigzania glowki fagowej. Kiedy nanoczastki nie
spefnialy tych wymagan, fizyczne oddzialywania fag-nanoczastka staja sie niespecyficzne.
Wykazano réwniez, ze nanoczastki wplywaly na aktywnosé lityczng faga, niezaleznie od ich
zastosowanego stezenia. Wiekszos¢ badanych nanoczastek pozytywnie wplyneta na wydajnosc
lityczng faga, z wyjatkiem SiO; i Fe;04-Si0,, o potencjale ZP nizszym niz 35 (mV), wigzac si¢ z
ogonkiem fagowym [D-2].

Antybakteryjne dziatanie ekstraktow roslinnych jest tematem cieszacym si¢
niestabnagcym zainteresowaniem ze strony s$rodowiska naukowego, czgsto opisywanym w
literaturze fachowej. Jednakze publikacje opisujace wplyw ekstraktéw na bakteriofagi lityczne
jest watkiem podejmowanym stosunkowo rzadko, a dostgpne prace s3 w duzej mierze
nieaktualne, wigc wykorzystuja rowniez metody bardzo podstawowe i niedokladne. Jeszcze
rzadziej mozna napotka¢ badania przedstawiajagce wyniki pofaczenia ekstraktéw roslinnych i
fagéw w $rodowisku bakteryjnym, dlatego tez postanowiono przeprowadzi¢ analizy interakcji
tych wieloczynnikowych mieszanin, wykorzystujac wiele nowoczesnych metod badawczych [D-
3, nieopublikowana praca B-1]. W badaniach wykorzystano referencyjne bakteriofagi lityczne
(MS2, T4 i phi6) i metanolowe ekstrakty roslinne, pozyskane z ziela jezéwki purpurowej
(Echinacea purpurea) i ruty (Ruta graveolens). Ze wzgledu na zlozono$¢ oddziatywan,
przeprowadzono nastepujace eksperymenty: oceng wplywu ekstraktow roslinnych na komorki
gospodarzy bakteryjnych metoda mikrorozcieficzen, oceng wplywu ekstraktow roslinnych na
aktywno$¢ i zdolno$é tysinkowania fagow metods koinkubacji, synografie oddzialywan
statycznych ekstraktéw roslinnych i fagéw w srodowisku gospodarzy bakteryjnych, profile lizy
fagowej podczas oddziatywan dynamicznych badanych mieszanin w bioreaktorach oraz
wizualizacje wplywu ekstraktow rodlinnych i fagow na komoérki gospodarzy bakteryjnych za
pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM). W badaniach wykazano obecnodé
interakcji antagonistycznych: ekstrakty z jezowki purpurowej i ruty wykazywaly dziatanie
antyfagowe i bakteriobojcze. Udowodniono, ze wplyw niskich stezen ekstraktu na
mikroorganizmy zalezat od gatunkow testowanych fagéw i gospodarzy bakteryjnych, podczas
gdy wysokie stezenia generalnie hamowaly lize bakteryjna. Co wigcej, interakcje obserwowane
w $rodowisku statycznym réznily si¢ od tych przeprowadzonych w Srodowisku dynamicznym,
co wskazato na kluczowe znaczenie wykonywania wielu analiz podczas badania tak zlozonych
mieszanin [D-3].
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Xymena Stachurska

Doctoral dissertation

THE INFLUENCE OF SELECTED ANTIMICROBIAL FACTORS ON
BACTERIOLYTIC ACTIVITY OF BACTERIOPHAGES

Abstract

The main objective of the doctoral dissertation was to determine the effect of selected
antimicrobial agents on the bacteriolytic activity of bacteriophages, taking into account the
interactions between these agents. The presence of interactions of various nature - synergistic and
antagonistic, as well as the absence of significant interactions - was predicted.

As part of the dissertation topic, three research trends were undertaken, corresponding to
three selected types of antimicrobial agents. These trends included antibiotics, nanomaterials and
plant extracts combined with lytic bacteriophages. The chosen multidirectional research approach
was aimed at determining whether the given antimicrobial agents have co-application potential
with lytic phages, i.e. whether there is a possibility of their simultaneous application as part of
combined antibacterial therapy.

With the discovery of the phenomenon of synergistic action of some antibiotics and lytic
phages (phage-antibiotic synergy, PAS), the scientific community became interested in research
on the interactions of the above-mentioned factors, which resulted in the appearance of a large
number of scientific papers on this subject in a relatively short time. While studying the literature
in terms of planning research for presented doctoral dissertation, the lack of unification of the
method for the initial detection of PAS was noticed - in many papers the technique of double-
layer agar on Petri dishes (DLA) was used, but the method of application of antibiotics differed
in its’ location: from adding antibiotics in the form of disks on the top agar layer, to mixing them
with the bottom agar. This observation made it possible to plan the first dissertation studies, the
aim of which was to determine the most effective modification of the double-layer agar method,
allowing the detection of phage-antibiotic combinations with synergistic potential [D-1]. The lytic
T4-like bacteriophage and 43 different antibiotics belonging to various classes were used in the
study. Seven different modifications of the DLA method were tested in terms of the antibiotic
application placement and the presence or absence of bottom agar. The studies showed that the
total number of phage plaques on the plates depended mainly on the antibiotic used. Differences
in the number of plaques depended on the type of modification of the DLA method. It was proved
that in order to best visualize the PAS effect, the best results were obtained by the modification
with the use of antibiotic disks, in which there was a general increase in the diversity of phage
plaque diameters as a result of the application of the antibiotic directly to the top agar layer in the
presence of the bottom agar, which could be primarily due to slow diffusion of the antibiotic to
the bacterial growth zone. However, the highest total number of plaques was obtained by adding
the antibiotic to the bottom agar with the presence of the top agar. This indicates that although the
antibiotic could show the PAS effect by the standard disk method, it would be worth investigating
whether the effect is equally satisfactory when applying antibiotics directly to the bottom agar, in
relation to the use of the same bacteriophage and bacterial host [D-1].



Scientific research dealing with the topic of nanomaterials and bacteriophages mainly
analyzed the possibility and applicability of creating nanomaterials from components or even
entire phage structures. Due to the lack of literature describing the interaction of bacteriophages
and nanomaterials (treating nanomaterials as a second, autonomous antimicrobial agent), it was
decided to conduct innovative research aimed at experimentally determining their co-application
capabilities as part of this dissertation [D-2]. The lytic bacteriophage T4-like and six different
nanomaterials in the form of nanoparticles (NP) were used in this work: SiOz, TiO>-SiOs, TiOs,
Fes0s, Fe;04-SiO; and Si0;-Fe;04-TiO,. In the paper it was examined in detail: the plaque-
forming ability of the phage, phage lytic efficiency, the time of phage progeny formation and their
titers based on the determination of their eclipse phases. Transmission electron microscopy
(TEM) imaging and nanoparticle zeta potential (ZP) results were shown to be crucial to explaining
the obtained microbiological data. During the interpretation of the results, a hypothesis was
proposed that the mere presence of the nanoparticle charge is not sufficient for the bacteriophage
to adhere in an orderly and specific way to the nanoparticles, consequently affecting the
performance of the phage. The zeta potentials of the nanoparticles had the greatest impact on the
observed interactions. ZP thresholds were set at: ZP <—35 (mV) for phage tail binding effect and
ZP > 35 (mV) for phage head binding effect. When the nanoparticles did not meet these
requirements, the physical interactions of the phage-nanoparticle mixes became non-specific. It
was also shown that the nanoparticles affected the lytic activity of the phage, regardless of their
concentration used. Most of the studied nanoparticles had a positive effect on the lytic efficiency
of the phage, with the exception of SiO; and Fe;04-SiO,, with the ZP potential lower than 35
(mV), binding to the phage tail [D-2].

The antibacterial effect of plant extracts is a subject of unflagging interest from the
scientific community, often described in the professional literature. However, papers describing
the effect of extracts on lytic bacteriophages is a relatively rare topic, and available publications
are largely outdated, so they also use very basic and inaccurate methods. Studies presenting the
results of combining plant extracts and phages in a bacterial environment are even rarer, which is
why it was decided to conduct interaction analyzes of these multifactor mixtures using many
modern research methods [D-3, unpublished paper B-1]. Reference lytic bacteriophages (MS2,
T4 and phi6) and methanolic plant extracts obtained from echinacea (Echinacea purpurea) and
rue (Ruta graveolens) were used in this study. Due to the complexity of interactions, the following
experiments were carried out: evaluation of the effect of plant extracts on bacterial host cells using
the microdilution method, evaluation of the effect of plant extracts on the activity and plaque-
forming ability of phages by co-incubation method, synographies of static interactions of plant
extracts and phages in the bacterial host environment, phage lysis profiles during dynamic growth
experiments of the tested mixtures in bioreactors and visualization of the effect of plant extracts
and phages on bacterial host cells using a scanning electron microscope (SEM). The studies
showed the presence of antagonistic interactions: extracts of echinacea and rue showed antiphage
and bactericidal activity. It was proved that the effect of low extract concentrations on
microorganisms depended on the tested phage and bacterial hosts species, while high
concentrations generally inhibited bacterial lysis. Moreover, the interactions observed in the static
environment differed from those performed in the dynamic environment, which indicated the
crucial importance of performing multiple analyzes when studying such complex mixtures [D-3].
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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Xymeny Stachurskiej

pt. ,,Wpltyw wybranych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych na aktywnos¢
bakteriolityczng bakteriofagow”

Niniejsza recenzja jest sporzadzona na zlecenie Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego (ZUT) w Szczecinie zgodnie z
pismem L.dz: WBIHZ/RDZiR/130/2023 z dnia 20 wrze$nia 2023r na podstawie otrzymanego
egzemplarza pracy doktorskiej. Praca zostala wykonana w Katedrze Mikrobiologii i

Biotechnologii pod kierunkiem dr hab. inz. Pawta Nawrotka, prof. ZUT (promotor).
1. Formalna ocena pracy

Przedlozona mi do oceny praca doktorska spelnia wymagania postawione pracom
naukowym w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie biotechnologia. Niniejsza praca
zostata przygotowana w formie cyklu trzech publikacji powigzanych tematycznie oraz
jednej nieopublikowanej pracy udostgpnionej jako preprint w bazie bioRxiv. Ogolna liczba
punktow MEIN zgodnie z rokiem ukazania si¢ prac wynosi 310, a sumaryczny IF 14,268.
Zasadniczg czg$cig pracy jest podsumowanie publikacji wchodzacych w sktad dysertacji
przygotowane w formie Autoreferatu. W jego sktad wchodzi Streszczenie i Abstrakt oraz
8 gtownych rozdzialéw: Wprowadzenie, Hipotezy, Cel badawczy, Material i metody
badawcze z wyszczegolnionymi 7 podrozdziatami zawierajacymi: Mikroorganizmy,
Czynniki przeciwdrobnoustrojowe, Namnazanie bakteriofagbw oraz przygotowanie
lizatéw, Okreslenie najefektywniejszej modyfikacji metody podwojnej warstwy agaru w
celu uwidocznienia efektu synergii fagow i antybiotykow (PAS), OkreSlenie wpltywu
wybranych nanoczasteczek na wiriony faga litycznego typu T4 oraz obserwacja interakcji,

Okreslenie wplywu ekstraktow roslinnych na referencyjne bakteriofagi lityczne, Analiza
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Instytut Biologii tel.: 91444 16 10
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statystyczna, nastgpnie rozdzial Uzyskane wyniki badan. Rozdziatami nast¢pnymi sg
Whioski, Pismiennictwo zawierajace 43 pozycje, konczace glowne osiggnigcie, a nastepnie
rozdziat 8 - Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowych z 3 podrozdziatami: Osiggnigcia
naukowe zwigzane z badaniami z wykorzystaniem bakteriofagdéw litycznych, Osiagnigcia
naukowe zwigzane z badaniami z wykorzystaniem czynnikow przeciwdrobnoustrojowych,
Osiggnigcia naukowe zwigzane z dzialalnoscig badawcza Katedry Mikrobiologii i
Biotechnologii. W =zataczniku nr 1 zamieszczono kopie publikacji naukowych
wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego rozprawe doktorska, w zalaczniku nr 2 kopie
suplementéw publikacji naukowych wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego rozprawe
doktorska, w zalaczniku nr 3 o$wiadczenia wspotautorow publikacji naukowych
wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego rozprawe doktorskg wraz z okresleniem ich
indywidualnego udziatu, w zalgczniku nr 4 sumaryczne zestawienie dorobku naukowego.
Poszczegdlne rozdzialy i podrozdzialy stanowig zwarty material informacyjno-
wynikowy zwigzany z realizowanym tematem pracy doktorskiej mgr Xymeny
Stachurskiej 1 ktory zostat zawarty w publikacjach wchodzacych w sktad cyklu
stanowigcego rozprawe doktorskg. Prace te zostaly opublikowane w latach 2021-2023,
w ktorych mgr Stachurska jest pierwszym autorem i autorem korespondencyjnym,
ktorych warto$¢ punktowa MEIN z dnia 1grudnia 2021 r, zgodnie z rokiem ukazania
si¢ prac wynosi 310, a sumaryczny Impact Factor (IF) za cykl tych prac zgodnie z
rokiem ich ukazania si¢ wynosi 14,268.

W cyklu tych prac, pomimo ich charakteru wieloautorskiego, Autorka wskazuje na
wiodgcy udzial w badaniach od udzialu w opracowaniu koncepcji i metodologii po
udziatl w opracowaniu, interpretacji i opublikowaniu wynikoéw, a Jej udzial procentowy
zostal okreslony od 70% do 85% (w pracy w pracy D-1 80% D-2 70%, w pracy D-3
85%). Przeprowadzone badania majg charakter interdyscyplinarny i wykonane sg we
wspoOtpracy z pracownikami naukowymi, majacymi do$wiadczenie w badaniach w
zakresie mikrobiologii, chemii, biotechnologii i nanotechnologii, z takich osrodkéw
naukowych, jak: Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie oraz
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie. Wspolpraca ta obejmowata pomoc w
zakresie wykonania badan i analiz oraz wykorzystania sprzetu, a takze pomocy w

interpretacji otrzymanych wynikow 1 przygotowania publikacji.
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Dobér publikacji, w cyklu przedstawiajacym dysertacje doktorska jest prawidtowy do

przedtozonego tematu.

2. Ocena merytoryczna pracy

Rozprawa doktorska mgr Xymeny Stachurskiej dotyczaca zagadnienia w zakresie
opracowania mozliwo$ci wptywu wybranych czynnikoéw przeciwdrobnoustrojowych na
aktywno$¢ lityczng bakteriofagéw z gldwnym nastawieniem na interakcje pomiedzy
zastosowanymi w eksperymentach czynnikami, to wynik Jej trzyletniej pracy badawczej.
Autorka pracy przedstawita trzy watki swoich badan w ramach ktorych wskazata na
dziatanie trzech wybranych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych jakimi sg antybiotyki,
nanomaterialy i substancje pochodzenia naturalnego- w szczegodlnosci ekstrakty roslinne w
celu ich wptywu na aktywnos¢ lityczng bakteriofagow oraz mozliwos$ci ich wykorzystania w
uktadach taczonych w ramach alternatywnych mozliwo$ci zwalczania infekcji bakteryjne;.
Znalazto to odzwierciedlenie w przedstawionych hipotezach, ktore szczegdtowo dotycza:
okreslenia potencjalnych mozliwosci interakcji czynnikdéw przeciwdrobnoustrojowych i
bakteriofagdéw litycznych w celu ich jednoczesnej aplikacji w terapiach faczonych w
zwalczaniu infekcji bakteryjnych; wskazania wptywu czynnikow
przeciwdrobnoustrojowych na aktywnos$¢ lityczng bakteriofagow i zaobserwowanie
charakteru interakcji pomigdzy tymi wybranymi czynnikami; wskazanie najefektywniejszej
modyfikacji zastosowanej metody do wstepnego wykrywania synergii antybiotykow i
fagdw; mozliwosci wpltywu nanoczasteczek na bipolarne wiriony faga rodzaju Myoviridae;
wykorzystanie nowoczesnych technik badawczych do analizy interakcji pomiedzy
ekstraktem roslinnym - bakteriofagiem i1 gospodarzem bakteryjnym, by wykaza¢ zasadno$§¢
réznic 1 wlasciwg ocen¢ w oddziatywaniu w §rodowiskach statycznym i dynamicznym
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanych czynnikow oraz wykaza¢ mozliwos$¢ i
zalezno$¢ wptywu zastosowanych ekstraktow ro§linnych na przebieg lizy fagowe;j
testowanych bakteriofagéw litycznych 1 gospodarza bakteryjnego. Wszystkie te zatozenia —
hipotezy przedstawione przez mgr Xymene Stachurska znalazty swoje odzwierciedlenie w

przedstawionym celu dysertacji wraz z celami szczegoétowymi. Do zrealizowania w/w celu
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Autorka uzyta litycznego bakteriofaga typu T4, a takze szczep gospodarza bakteryjnego
tego faga jakim jest Escherichia coli K-12 C600 oraz referencyjne bakteriofagi lityczne
phi6, (DSM 21518), MS2 (DSM 13767) i T4 (DSM4505) wraz z odpowiadajagcymi im
szczepami gospodarzy bakteryjnych, takimi jak: Pseudomonas syringae (DSM21482),
Escherichia coli (DSM 5695) i Escherichia coli (DSM613), jak i szeroki panel
antybiotykow w ilosci 43, nalezacych do roznych grup, przedstawiony w tabeli 1, szes¢
r6znych nanomaterialow 1 ekstrakty roslinne z ziela jezowki purpurowej i z ziela stewii.
Oceniajac prace nalezy podkresli¢, ze metody laboratoryjne, dotyczace namnazania
bakteriofagow i przygotowanie lizatow, jak i okreslenie najefektywniejszej modyfikacji
metody podwojnej warstwy agaru w celu uwidocznienia efektow synergii fagow i
antybiotykow (PAS), okreslenie wptywu wybranych nanoczasteczek na wiriony faga
litycznego typu T4 i obserwacja interakcji oraz okres§lenie wptywu ekstraktow roslinnych na
referencyjne bakteriofagi lityczne, a takze analiza statystyczna zastosowane w badaniach,
wedlug mojej oceny zostaty przemyslane 1 wlasciwie dobrane. Warto zwrdci¢ uwage na
skrupulatno$¢ 1 pracowito$¢ Doktorantki, co poskutkowato zebraniem 1 opisaniem wynikow
w rozdziale 5 autoreferatu, w ktorym opisuje Ona bardzo skrupulatnie efekty podjetych
zadan badawczych wskazujac jednoczes$nie na umieszczenie ich w przedstawionych w
dysertacji publikacjach. Dzig¢ki nim dowiadujemy sig¢, ze chociaz antybiotyk, ktory moze
wykazywac efekt synergii antybiotykowo - fagowej (PAS) z fagiem typu T4 standardowa
metodg krazkows, to jednak nalezatoby przeprowadza¢ dalsze badania, by wskaza¢ czy
uzyskany efekt bedzie takze zadawalajacy jesli antybiotyk bedzie zastosowany bezposrednio
do agaru. Najlepsze wyniki dotyczace efektu PAS uzyskano za pomocg modyfikacji metody
dwuwarstwowego agaru (DLA) z uzyciem krazkow antybiotykowych, a w celu uzyskania
najwigkszej ilosci zréznicowanych morfologicznie tysinek najefektywniejszym wariantem
byta wtasnie mozliwos$¢ zaaplikowania antybiotyku bezposrednio do agaru dolnego, co
pozwolito na powolng dyfuzj¢ leku do strefy wzrostu bakterii. Ponadto, dzigki wspotpracy
mgr Xymeny Stachurskiej z pracownikami Katedry Fizykochemii Nanomateriatéw ZUT
przetestowano wplyw wybranych nanoczasteczek na aktywnos$¢ lityczng faga typu T4.
Analiza potencjatu zeta (ZP) wykazata, Zze najwigksze maksymalne i minimalne tadunki tego
potencjatu miaty dwutlenek tytanu (TiO2, 36 mV) i nanosfery krzemionkowe (SiOz, -51

mV). Testy mikrobiologiczne pozwolily natomiast na okreslenie wptywu nanoczasteczek na
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faga T4s, a analiza mikroskopii elektronowej (TEM) na wyja$nienie obserwowanych
zjawisk. Dzieki tym badaniom udowodniono, ze nanoczgsteczki o ujemnym ZP powodujg
przyczepienie si¢ faga za pomoca jego wtokien ogonka, cho¢ w niektorych przypadkach
zaobserwowano wznowienie aktywnosci fagowej, gdy fag odtaczat si¢ od nanoczasteczki i
zostawal usunigty z jej Srodowiska. Zaobserwowano rowniez zwigkszong aktywnos¢
lityczng faga w obecno$ci nanoczasteczek. Natomiast we wspolpracy Doktorantki z
Centrum Bioimmobilizacji 1 Innowacyjnych Materialow Opakowaniowych ZUT
przetestowano wplyw wybranych ekstraktow roslinnych (Echinacea (E.) purpurea —
jezoéwka purpurowa i Ruta (R.) gravolens - ) na aktywnos¢ lityczng fagéw referencyjnych.
W efekcie tych badan wskazano, ze wptyw niskich stezen ekstraktow metanolowych E.
purpurea i R. gravolens w srodowisku dynamicznym na przebieg lizy faga zalezy od
gatunku faga i gospodarza bakteryjnego. Wysokie stezenia ekstraktow mogg w duzym
stopniu eliminowa¢ aktywnos¢ fagolityczng poprzez wywieranie silniejszego dzialania
stymulujacego na komorki bakteryjne, jednak mozliwe jest rowniez uzyskanie aktywnosci
antyfagowej tych st¢zen w srodowisku dynamicznym. Wskazano rowniez, ze w niektorych
przypadkach ekstrakty moga wplywac na samg aktywnos$¢ faga, niezaleznie od gatunku faga
1 zywiciela. Mozna zatem skonkludowac¢, ze publikacje bedace sktadem cyklu stanowiacego
rozprawe doktorska mgr Xymeny Stachurskiej sg zebrane w postaci wnioskow zawartych w

rozdziale 6 autoreferatu. Doktorantka wykazata, ze:

- zmodyfikowana metoda podwdjnej warstwy agaru (DLA) poprawia obserwacje efektu
synergii (PAS) wywotany przez wybrane antybiotyki aplikowane z litycznym fagiem typu
T4,

- wybor modyfikacji metody DLA jest zalezny od rodzaju uzytego antybiotyku w

odniesieniu do konkretnego bakteriofaga i gospodarza bakteryjnego;

- najefektywniejszg metoda wizualizacji efektu PAS jest standardowa metoda DLA z
aplikacja krazkow antybiotykowych na agarze géornym, a w celu uzyskania najwigkszej
ilosci zréznicowanych morfologicznie tysinek jest podanie antybiotyku bezposrednio do

agaru dolnego, w obecnos$ci agaru gornego;
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- yjemny lub dodatni fadunek nanoczasteczek nie jest wystarczajagcy by bakteriofag

przytaczat si¢ do nich w sposéb specyficzny, a co moze mie¢ wptyw na jego aktywnos¢,

- najwiekszy wpltyw na interakcje fag-nanoczasteczka ma warto$¢ potencjatu zeta

nanoczasteczki;

- elektrostatyczne wigzanie ogonkow bakteriofagéw z nanoczasteczkami o ujemnym ZP jest

procesem odwracalnym;

- charakter oddziatywan migdzy fagami a nanoczgsteczkami mozna przewidzie¢ na podstawie

tadunkow czastek wyrazonych w wartosciach ZP;

- interakcje ekstraktow roslinnych i fagow zaobserwowane w srodowisku statycznym roznig

si¢ od zaobserwowanych w $rodowisku dynamicznym;

- wykorzystane ekstrakty roslinne aplikowane z litycznymi fagami MS2, T4 i phi6 wskazuja
wobec siebie dziatanie antagonistyczne, powodujac stymulujacy wplyw zalezny od stezenia

na komorki bakteryjne;

- interakcja fagdw 1 okreslonych ekstraktow roslinnych moze by¢ efektem wzmocnienia
pierwotnego efektu stymulujacego poprzez zmiang¢ Srodowiska ze statycznego na dynamiczne

na skutek kontaktu tych czynnikow z komorkami eksponowanych bakterii.

Przedstawione wnioski trafnie odpowiadaja na postawiony w pracy cel badawczy i cele

szczegbtowe.

Oceniajac rozprawe¢ doktorskg mgr Xymeny Stachurskiej zwracam jednak uwage na zawarte
sformutowanie w jej tytule, a mianowicie cyt.: ,,...aktywnos$¢ bakteriolityczng
bakteriofagéw”. Starczytoby podanie ...aktywnoS$¢ lityczng bakteriofagéw”. Ponadto, wedtug
mojej oceny, niepotrzebnie Autorka cz¢sto uzywa w opisach swojego osiggniecia naukowego
sformutowania cyt:. ,,badania naukowe”, czy: ,,problem naukowy” itp., co wydaje si¢ zbedne,
bo wiadomo, ze dotycza one osiggniecia naukowego Doktorantki. Ponadto, przedstawione w
rozdziale 6 (rozdzial Wnioski), zawarte w 10 punktach wnioski, mogtyby by¢ przedstawione

bardziej radykalnie Jako odpowiedz na cel badawczy zawarty w rozdziale 3, gdyz wedtug
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mojej oceny, takie ich przedstawienie sugeruje, iz mozna je odebra¢ jako podsumowanie
efektu zadan badawczych, badz stowne ,,udokumentowanie” celéw szczegdtowych podanych
przez Doktorantke. Z drugiej jednak strony nalezy zaznaczy¢, ze udato si¢ w ten sposob
zestawi¢ wszystkie rezultaty wielokierunkowych badan, majacych na celu okreslenie, czy
dane czynniki przeciwdrobnoustrojowe majg potencjal koaplikacyjny z wybranymi fagami
litycznymi, a tym samym czy istnieje mozliwos$¢ ich jednoczesnego stosowania w ramach

faczonej terapii antybakteryjnej.

Pozostate informacje przedstawione w rozdziale 8 autoreferatu o tytule ,,Omowienie
pozostatych osiggni¢¢ naukowo-badawczych” wskazujg na systematyczny rozwdj naukowy
Doktorantki, ktory rozpoczeta w roku 2016 w Katedrze Immunologii, Mikrobiologii i Chemii
Fizjologicznej (obecnie jest to Katedra Mikrobiologii i Biotechnologii) i udokumentowany
zostat w 14 publikacjach, 2 patentach, 1 zgloszeniu patentowym oraz 3 rozdziatach w
monografiach naukowych. Na uwage zastuguje m.in. Jej udzial jako wykonawcy w 4
projektach naukowych, w tym w grancie ,,Preludium” finansowanym przez NCN, w temacie
,» Wplyw nanomateriatow fotoaktywnych na stabilno$¢ mikrobiologiczng i1 sktad chemiczny
soku winogronowego i wina”, czy tez W projekcie badawczo-rozwojowym realizowanym w
ramach Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewddztwa Zachodniopomorskiego, pt.
»Opracowanie powlok i granulatow tworzyw sztucznych o przedtuzonym dziataniu
antywirusowym i antybakteryjnym”, w ktorym prowadzono badania, m.in. w oparciu o0 model
fagowy. Jako studentka studiow doktoranckich (brak jednak okreslenia czasu studiéw, O
sugeruje ze byt to czas dawnej nomenklatury studiowania, cho¢ jest to podane w zataczniku 4
dokumentacji) odbyta 4 staze krajowe (czas ich trwania i miejsce stazu jest podany jedynie w
zalaczniku 4 dokumentacji). Odbyta 6 certyfikowanych szkolen z obstugi specjalistycznego
sprzetu (podobnie jak w przypadku odbytych stazy, jest to podane jedynie w zatgczniku 4
dokumentacji). Zwracam jednak uwagg na to, ze ulatwitoby znacznie rozeznanie si¢ w tym
zakresie, gdyby Doktorantka zamiescita te informacje dla porzadku w glownym tekscie
autoreferatu. Na uwage zastuguje takze wyrdznienie Doktorantki jako laureata Stypendium
Naukowego Prezydenta Miasta Szczecin, dla najzdolniejszych studentow i doktorantow w
roku 2021.
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Whiosek koncowy

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie przedstawionego w jej celu problemu badawczego. Jednoczesnie
wskazany indywidualny wktad Kandydatki w realizacj¢ badan, wykonanie czesci
eksperymentalnej oraz opracowanie i interpretacje wynikow potwierdza wiedze teoretyczng
mgr Xymeny Stachurskiej z zakresu dyscypliny biotechnologia w dziedzinie nauk rolniczych,
a takze $wiadczy o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej spetniajac
wymogi okreslone w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1

tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017r.,
poz.1789) oraz kryteria zawarte w § 6 ust. 5 Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r., w sprawie szczegdlowego trybu i warunkow
przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz
w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz. U. 2018 poz. 261) — zgodnie z art. 179 ust.1
ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Majac powyzsze na uwadze przedstawiam Wysokiej Radzie
Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie wniosek o dopuszczenie mgr Xymeny Stachurskiej do dalszych etapow

postepowania doktorskiego w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie biotechnologia.

dr hab. inz. Beata Tokarz-Deptuta, prof. US
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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani megr inz. Xymeny Stachurskiej zatvtulowanej:
. Wplyw wybranych czynnikow przeciwdrobnoustrojowych na aktywnos¢é
bakteriolityczna bakteriofagow”

Charakterystyka tematyki pracy doktorskiej

Zjawisko lekoopornosci drobnoustrojow staje si¢ jednym z najwigkszych wyzwan
wspotczesnej medycyny. W trakcie ostatnich dwoch-trzech dekad liczba infekcji
wywolywanych przez mikroorganizmy (bakterie a takze grzyby) o obnizonej wrazliwosci na
stosowane chemioterapeutyki bardzo szybko ro$nie. Szczegélnie trudne s3 terapie zakazen
wywolywanych przez bakterie wielolekooporne zaliczane do tzw. grupy ESKAPE (akronimu
wywodzi si¢ od nazw gatunkow/rodzajow bakterii zaliczanych do tej grupy: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa oraz Enterobacter). Niestety, nie idzie to w parze z identyfikacjg i
wprowadzaniem do praktyki klinicznej nowych antybiotykow. Stad konieczne jest
poszukiwanie nowych, alternatywnych 1 przede wszystkim skutecznych metod profilaktyki i
zwalczania infekcji wywolywanych przez bakterie 1 grzyby patogenne. Badania, ktore w
ramach swojej pracy doktorskiej prowadzita Pani mgr inz. Xymena Stachurska wpisuja si¢ w
ten nurt. Na stronach 14 1 15 Autorka rozprawy przedstawila cel ogodlny 1 cztery cele
szczegbtowe swoich badan. Podstawowym obiektem zainteresowan Doktorantki bylo
okreslenie wptywu wybranych antybiotykéw, nanoczastek oraz ekstraktow roslinnych na
aktywno$¢ przeciwbakteryjng bakteriofagdw litycznych. Jest to tematyka bardzo ciekawa i
przede wszystkim oryginalna. Bakteriofagi zostaly odkryte w 1915 r. przez Williama Tworta,
ajuz w 1917 r. (10 lat przed odkryciem penicyliny) Felix d'Herelle zwrdcit uwage na ich
potencjat terapeutyczny — ,jako czynniki skutecznie zabijajace bakterie”. Paradoksalnie,
czynnikiem, ktory na wiele lat zahamowat badania potencjalu leczniczego fagow i ich
bardziej powszechne stosowanie w praktyce klinicznej, byt dostep do coraz wigkszej ilosci
antybiotykow. Od mniej wigcej dwudziestu — trzydziestu lat obserwuje si¢ ponowny, wyrazny
wzrost zainteresowania bakteriofagami, takze pod katem wykorzystania ich jako zamiennika
antybiotykow. Wyniki uzyskane przez Doktorantke zostaly opublikowane w postaci czterech
prac (trzy juz opublikowane, jedna w tracie recenzji), ktore ukazaty si¢ w renomowanych
czasopismach naukowych i bez watpienia stanowig istotny wktad w literature $wiatowa
dotyczaca interakcji bakteriofagdw z innymi czynnikami przeciwbakteryjnymi. Ponadto jedna
z prac (D-1) zawiera szereg wskazowek dotyczacych metodologii badan interakcji fagow
litycznych 1 antybiotykow przeciwbakteryjnych, co dodatkowo podnosi wartos¢ tej publikacji.
W mojej ocenia oryginalna tematyka i dobrze przygotowany plan badan sg istotnymi atutami
recenzowanej pracy doktorskie;j.



Ocena formalna pracy doktorskiej

Kandydatka do stopnia naukowego doktora Pani mgr inz. Xymena Stachurska przedtozyta
rozpraw¢ doktorskg pt. ,,Wplyw wybranych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych na
aktywnos$¢ bakteriolityczng bakteriofagow”, ktora zostata wykonana pod kierunkiem Pana dr.
hab. inz. Pawta Nawrotka, prof. ZUT w Katedrze Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydziatu
Biotechnologii 1 Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie. Podstawa rozprawy jest cykl 4 jednotematycznych publikacji, w ktérych
badano wptyw roznych czynnikdéw przeciwdrobnoustrojowych na aktywnos$¢ bakteriolityczng
bakteriofagéw. Zasadniczg czg¢$¢ opracowania stanowig wige kopie publikacji. Poza tym
najwazniejszymi czgsciami pracy sg:

1.

N

— = 00N U AW

12.

Opis wkladu Doktorantki w przygotowanie poszczegdlnych prac oraz zestawienie
parametrow bibliometrycznych prac stanowigcych podstawe pracy — strony 2 i 3;
Przedstawienie oséb i jednostek naukowych, z ktéorymi Autorka pracy prowadzila
wspotprace — strona 4;

Spis tresci — strona 7;

Streszczenie w dwoch wersjach jezykowych — strony 8-11;

Wprowadzenie — strony 12 1 13;

Przedstawienie hipotez pracy — strona 14;

Przedstawienie celu prowadzonych badan — strony 14 1 15;

Opis materiatow 1 metod badawczych — strony 15 —23;

Omowienie uzyskanych wynikéw — strony 23 — 29;

. Wnioski — strony 29 1 30;
.Spis pi$miennictwa — lacznie 43 pozycje, gltéwnie publikacje naukowe z

renomowanych czasopism naukowych, ktore ukazaly si¢ w przeciggu ostatnich 15 lat,
strony 30-32
Omowienie pozostatych osiagnig¢ naukowych — strony 32 — 37

W dalszej czg$ci pracy, w ktorej nie stosowano numeracji stron, przedstawiono:

1.

2.
3,
4,

Zatacznik 1 - Kopie trzech publikacji naukowych wchodzacych w sktad cyklu
stanowigcego rozprawe doktorska;

Zatacznik 2 - Kopie suplementdéw do tych publikacji;

Zalacznik 3 — Oswiadczenia wspotautorow ww. prac;

Zalacznik 4 — Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego Autorki.

W mojej ocenie taki uktad dysertacji jest prawidlowy i nie budzi powaznych

zastrzezen. Przy czym musze przyznaé, ze z punktu widzenia recenzenta zauwazytem kilka
niedogodnos$ci wynikajacych z takiej organizacji tekstu opracowania:

1.

2.

3.

4,

Uwazam, ze nalezalo konsekwentnie kontynuowa¢ numeracj¢ stron w pracy — takze w
czesci, w ktorej przedstawiono zalaczniki. W aktualnej wersji recenzentowi trudno
odnosi¢ si¢ do tych fragmentéw tekstu, ktore sg zlokalizowane w czg$ci dysertacji, w
ktérej strony nie s3 numerowane (podanie strony byloby w tym miejscu duzym
utatwieniem);

Opis wkladu Autorki pracy w prowadzone badania i przygotowanie manuskryptow
publikacji nalezato umiesci¢ po spisie tresci;

Suplementy do kolejnych publikacji chyba lepiej bytoby prezentowa¢ bezposrednio po
kazdej z prac;

Najwazniejsza moja uwaga dotyczy publikacji nr 4, ktéra zostata zakwalifikowana
przez Autorke jako element cyklu publikacji, ale nie zostal jeszcze oficjalnie
zaakceptowana przez recenzentow (jest w trakcie oceny). Mysle, Ze mimo to nalezalo



w pracy przedstawic ,,preprint”, ktory dostepny jest juz pod adresem internetowym,
ktéry Pani mgr inz. Xymena Stachurska zaprezentowala na stronie nr 3.
Sa to oczywiscie drobne uchybienia, ktore nie maja wpltywu na og6lng wartos¢ i ocene pracy.
Nalezy przyznaé, ze pod wzgledem edytorskim i formalnym praca przygotowana jest
bardzo starannie. Nie stwierdzilem istotnych btedow w zakresie nazewnictwa fachowego, w
tek$cie rozprawy praktycznie nie wystepuja bledy edytorskie — tzw. literowki. Z obowigzku
recenzenta wspomne tylko o drobnych uchybieniach edytorskich:
1. Strona nr 2 — ,,mikrobiologiczne reagenty testowe” — troche niejasne sformutowanie;
2. Strona nr 15 — ,,Ocena wplywu sze$ciu wybranych nanoczastek ...” — raczej
proponowatbym ,,sze$ciu wybranych typow nanoczastek™;
3. Strona nr 19 — ,,pomiary ODeoo” — typowy zargon laboratoryjny, oczywiscie chodzi tu
o pomiar gestosci optycznej zawiesiny komorek, ktory wykonano przy dlugosci fali
rownej 600 nm.;
4. Strona nr 20 — ,, worteksujac i koncowo wirujac” - oczywiscie sg to skroty myslowe;
5. W opisach uzyskanych wynikéw doktorantka podaje dwie wersje jezykowe tematyki
badawczej, ktora byta analizowana w kolejnych ,,Zagadnieniach”. W mojej ocenia
podawanie angielskiej wersje jezykowej jest zbedne;
6. Strona nr 28 - ,,odbicia wzrostu hodowli” — to sformutowanie tez zakwalifikowalbym
jako zargon laboratoryjny;

7. Strona nr 36 — Autorka pisze ,,... zespot badawczy, ktorego bytam czescig...” — w
mojej ocenie lepiej brzmi sformulowanie — zespot badawczy, ktérego bytam
cztonkiem.

Sa to drobne uchybienia, ktore nie maja wptywu na ogdlng warto$¢ pracy.

Ocena merytoryczna pracy doktorskiej

Pod wzgledem merytorycznym rozprawe oceniam bardzo wysoko. Na uwage
zastuguje multidyscyplinarny charakter przeprowadzonych badan oraz fakt wykorzystania
szerokiego spektrum technik badawczych. Wyniki uzyskanych badan zostaty juz
opublikowane. Trzy prace ukazaty si¢ juz w renomowanych czasopismach naukowych, jedna
jest aktualnie oceniana przez recenzentow. Zaakceptowane prace, z pewnoscig zostaty juz
poddane wnikliwej ocenie recenzentow. Pozwole sobie w zwigzku z tym przedstawi¢ jedynie
krotki komentarz odno$nie kazdej prac.

[D-1] Stachurska, X., Roszak, M., Jabtonska, J., Mizielinska, M., Nawrotek, P. (2021)
Double-layer agar (DLA) modifications for the first step of the phage-antibiotic synergy
(PAS) identification. Antibiotics, 10, 1306. DOI: 10.3390/antibiotics10111306. 1F2021 —
5,222; 70 pkt. MEiN

Jest to praca typowo metodologiczna. Doktorantka badata rézne warianty/modytikacje
testow wykorzystywanych do oceny interakcji antybiotyk — fag lityczny. Sposrod 43
antybiotykow, zaliczanych do r6znych klas pod wzgledem budowy chemicznej 1 co za tym
idzie mechanizmu dziatania wyrazny efekt synergii zaobserwowano dla ampicyliny i1
cefotaksymu. Dla tych dwoch antybiotyké6w Pani mgr inz. Xymena Stachurska
przeprowadzita badania majace na celu wybor optymalnego wariantu metody podwojnej
warstwy agaru. Test z uzyciem ampicyliny wykazal mniejsze zrdznicowanie miedzy
wynikami z r6znych modyfikacji metody, w przeciwienstwie do testu z uzyciem cefotaksymu.
W przypadku tego antybiotyku najwieksza taczng liczbe tysinek uzyskano podczas dodawania
antybiotyku do agaru dolnego w obecnosci agaru gornego. Efektem takiego zabiegu byt
wzrost ogolnej liczby tysinek o 114% w poroéwnaniu z uzyciem samego agaru gornego i o



37% w poréwnaniu z metodg standardowa. Z kolei najlepsza wizualizacje efektu PAS
uzyskano w wariancie metody, w ktorym uzyto krazki antybiotykowe. W tym przypadku nie
zgodzitbym si¢ jednak z informacja przedstawiong na stronie 24: , Antybiotyki te
spowodowaty zwickszong ilo§¢ morfologicznie wigkszych (niz standardowe) tysinek faga
T45, w obrebie stref zahamowania wzrostu bakterii wywotanych antybiotykiem — efekt
wskazujacy na synergi¢.” W strefie zahamowania wzrostu bakterie nie rosng, nie mozna tam
wiec zaobserwowac tysinek. Z reszta w dalszej czesci pracy Autorka wyraznie stwierdza:
,Poniewaz synergia jest obserwowana jako znacznie zwigkszone morfologicznie tysinki
fagowe w strefach otaczajacych krazki antybiotykowe, w ktorych wystepuje subletalne
stezenie leku ... . Efekt ten jest szczegoélnie dobrze widoczny na zdjeciach, ktore
przedstawiono w suplemencie do publikacji.

(D-2) Stachurska, X., Cendrowski, K., Pachnowska, K., Piegat, A., Mijowska, E., Nawrotek,
P. (2022) Nanoparticles influence lytic phage T4-like performance in vitro. International
Journal of Molecular Sciences, 23, 7179, DOI: 10.3390/ijms23137179. 1F2022 — 6,208; 140
pkt. MEIN

W mojej ocenie jest to najciekawsza praca, ktorg Pani mgr inz. Xymena Stachurska
wlaczyla do cyklu publikacji stanowigcych podstawe pracy doktorskiej. Celem badan
Doktorantki, ktére prowadzono we wspotpracy z Katedra Fizykochemii Nanomateriatlow
ZUT, byto okreslenie wptywu wybranych typdw nanoczastek na aktywnos¢ lityczng faga T4.
Bez watpienia duzg zaletg tej pracy jest bardzo dobry plan badan, w ktorym uwzgledniono
zardbwno analize wlasciwosci fizykochemicznych jak i biologicznych wybranych typow
nanoczastek. Doktorantka zaobserwowata wyrazng korelacje pomiedzy wartoscig potencjalu
zeta (ZP) a sposobem laczenia si¢ nanoczagstek z wirionami badanego faga, co z kolei wptywa
na aktywnos¢ bakteriolityczng wirusa. Doktorantka wykazata, ze: 1. w przypadku materiatow,
dla ktérych wartos¢ ZP < -35 mV nanoczastki wigza si¢ elektrostatycznie (odwracalnie) z
dodatnio naladowanymi witoknami ogonka faga (co oczywiscie skutkuje obnizeniem
zdolnosci litycznych); 2. w przypadku nanomateriatow charakteryzujacych si¢ wartoscig ZP >
35 mV nastepuje ich taczenie si¢ z glowkami faga (pod wzgledem aktywnosci
bakteriolitycznym powoduje to wzrost aktywnos$ci; 3. nanomateriaty, ktdérych wartosci
potencjatu zeta zawieraja si¢ pomiedzy tymi warto§ciami oddzialywujg z fagami w sposdb
nieuporzadkowany. Uwazam, ze wyniki te maja duza warto§¢ zarowno poznawcza jak 1
aplikacyjng. Odnos$nie tej czesci badan mam dwa pytania, 1 bylbym wdzigczny gdyby Pani
mgr inz. Xymena Stachurska mogta si¢ do nich odnies¢ w trakcie obrony:

1. Czy warto$ci graniczne potencjaldw ZP w odniesieniu do ich sposobu
oddziatywania z fagiem T4 s3 rzeczywiscie takie ostre, czy s3 to warto$ci
,L,umowne’’;

2. Czy na podstawie uzyskanych wynikéw  mozna stwierdzi¢, ze sposob
oddzialywania dowolnego typu nanoczasetk (o ustalonej wartosci ZP) z dowolnym
fagiem jest przewidywalny?

W obydwu przypadkach chodzi o krétki komentarza/opini¢ Doktorantki, absolutnie nie
oczekuj¢ doglebnej analizy tych zagadnien.

W przypadku kolejnych dwoch prac Pani mgr inz. Stachurska skupita si¢ na badaniu
interakcji pomigdzy fagami i ekstraktami uzyskanymi z ro$lin trzech wybranych gatunkéw
(jezowki purpurowej, ruty i stewii). Na podstawie uzyskanych wynikéw przygotowano
manuskrypty dwoch publikacji:

[D-3] Stachurska, X., Mizielinska, M., Ordon, M., Nawrotek, P. (2023) Combinations of
echinacea (Echinacea purpurea) and rue (Ruta gravolens) plant extracts with lytic phages: a



study on interactions. Applied Sciences, 13, 4575, DOI: 10.3390/app13074575. 1F2023 —
2,838; 100 pkt. MEiN — praca opublikowana

[B-1] Stachurska, X., Mizielinska, M., Ordon, M., Nawrotek, P. The use of plant extracts
and bacteriophages as an alternative therapy approach in combating bacterial infections: the
study of lytic phages and Stevia rebaudiana. DOI: 10.1101/2023.06.27.546765 — praca w
trakcie oceny

W wyniku przeprowadzonych badan (bardzo dobrze zaplanowanych) we wszystkich
przypadkach Doktorantka zaobserwowata efekt antagonistyczny. Odnosz¢ wrazanie, ze Pani
mgr inz. Stachurska jest nieco zawiedziona tym faktem. Moim zdaniem zupelie
niepotrzebnie. Po pierwsze jest to bardzo ciekawa informacja o duzym znaczeniu
poznawczym i aplikacyjnym. W przysztosci moze by¢ cenng wskazdwka przy ustalaniu diety
dla 0sob leczonych za pomoca bakteriofagéw. Poza tym w literaturze, wysoka aktywnos¢
lityczng fagéw zwykle klasyfikuje si¢ jako istotng zalet¢. Moim zdaniem nie do konca
stusznie. Nalezy pamigta¢, ze w warunkach in vivo liza duzej liczby komoérek bakteryjnych
skutkuje bardzo szybkim uwalnianiem do organizmu/krwiobiegu gospodarza (np. czlowieka
lub zwierzecia) duzej ilosci czynnikéw prozapalnych (np. fragmentoéw peptydoglikanu) co z
kolei moze spowodowa¢ bardzo intensywna (niepozadang) reakcje uktadu
immunologicznego. Uwazam, ze w przysztosci substancje/produkty czesciowo hamujace
aktywnos$¢ lityczng bakteriofagow takze moga znalez¢ ciekawe zastosowania w praktyce
klinicznej. Zatuje, ze Doktorantka nie zamiescita w pracy manuskryptu (,,preprintu”) ostatniej
z prac. Analizowalem ta prace i uwazam, ze podobnie jak pozostale prace stanowigce
podstawe powyzszej dystertacji jest to bardzo dobra publikacja naukowa.

Opis Dorobku Doktorantki

Wyniki, ktére Doktorantka uzyskata w trakcie realizacji swojej pracy doktorskiej
zostaly juz opublikowane w postaci trzech artykutow, ktore ukazaty si¢ renomowanych
czasopismach naukowych o wysokich wartosciach IF:

[D-1] Stachurska, X., Roszak, M., Jabtonska, J., Mizielinska, M., Nawrotek, P. (2021)
Double-layer agar (DLA) modifications for the first step of the phage-antibiotic synergy
(PAS) identification. Antibiotics, 10, 1306. DOI: 10.3390/antibiotics10111306. 1F2021 —
5,222; 70 pkt. MEiN

(D-2) Stachurska, X., Cendrowski, K., Pachnowska, K., Piegat, A., Mijowska, E., Nawrotek,
P. (2022) Nanoparticles influence lytic phage T4-like performance in vitro. International
Journal of Molecular Sciences, 23, 7179, DOI: 10.3390/ijms23137179. 1F2022 — 6,208; 140
pkt. MEIN

[D-3] Stachurska, X., Mizielinska, M., Ordon, M., Nawrotek, P. (2023) Combinations of
echinacea (Echinacea purpurea) and rue (Ruta gravolens) plant extracts with lytic phages: a
study on interactions. Applied Sciences, 13, 4575, DOI: 10.3390/app13074575. 1F2023 —
2,838; 100 pkt. MEiN

Kolejna praca jest aktualnie w trakcie oceny:

[B-1] Stachurska, X., Mizielinska, M., Ordon, M., Nawrotek, P. The use of plant extracts and
bacteriophages as an alternative therapy approach in combating bacterial infections: the study
of lytic phages and Stevia rebaudiana. DOI: 10.1101/2023.06.27.546765

Zgodnie z informacja przedstawiong na stronie nr 3 sumaryczny wspotczynnik
odzialywania (Impact Factor) tych prac wynosi 14,268, natomiast ogdlna liczba punktow wg
wykazu czasopism naukowych MEIN z dnia 1 grudnia 2021 r. wynosi 310. Sg to parametry



bardzo dobre, osiagnigcie to nalezy zaklasyfikowaé jako duzy sukces Doktorantki jak i
promotora Pana dr hab. inz. Pawla Nawrotka. Z przeprowadzonej przez mnie analizy wynika,
ze prace te cieszg si¢ duzg popularnoscig 1 byly juz cytowane 12 razy (od opublikowania
pierwszej z prac uptynely tylko dwa lata).

Na stronach 2 i 3 Pani mgr inz. Xymena Stachurska przedstawita deklaracje (poparte
stosownymi o$§wiadczeniami wspotautorow, Zalacznik nr 3, koncowa czg$¢ rozprawy strony
nienumerowane), z ktérych wnika, ze miata ona wiodacy udziat zarowno w zakresie realizacji
prac badawczych jak i przygotowaniu manuskryptéw publikacji. Przy czym, chcialbym
zaznaczy¢, ze w mojej ocenie udzialy procentowe 80 czy 85%, wydaja si¢ troche
przeszacowane, oznacza to udzial pozostalych wspodtautorow na poziome maksymalnie 5%
(czyli bardzo niewielkim). Doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich prac
stanowigcych podstawe pracy doktorskiej a ponadto w przypadku prac D-1, D-2 i D-3 jest
takze autorem korespondencyjnym (do$¢ rzadka sytuacja). W przypadku czwartej z prac
Doktorantka takze jest pierwszym autorem, natomiast kwestia autora korespondencyjnego nie
jest dla mnie jednoznaczna. Z przeprowadzonej przez mnie analizy ,,preprintu” tej publikacji
wnioskuje, ze takze w tym przypadku Pani mgr inz. Xymena Stachurska jest autorem
korespondencyjnym, ale formalnie nie jest to potwierdzone w teks$cie tego opracowania.

Bez watpienia $wiadczy to o duzym zaangazowaniu Pani mgr inz. Xymeny
Stachurskiej w realizacj¢ projektu badawczego dotyczacego jej pracy doktorskie;j.

Natomiast analizujgc dorobek naukowy Doktorantki bylem pozytywnie zaskoczony jej
duzym zaangazowaniem w badania nie zwigzane bezposrednio z przygotowywang pracg
doktorska. Pani mgr inz. Xymena Stachurska jest wspotautorem 11 publikacji (w dwodch
przypadkach pierwszym autorem) i 3 zgloszen patentowych, ktére nie zostaty uwzglednione
w cyklu prac stanowigcych rozprawe doktorska. Dziewig¢ z tych prac opublikowano w
czasopismach z listy JCR. W Zataczniku nr 4 (brak numeru strony) Doktorantka przedstawita
podsumowanie catosci swojego dorobku, sumaryczny IF wynosi 48,046, liczba punktow wg
wykazu MEiIN 1170, H-indeks — 6, prace byly cytowane 84 razy (na dzien ztoZenia pracy, do
dnia 10.11.2023 liczba cytowan tych prac wzrosta do 118 a warto$¢ indeksu H do 7). Ponadto
Pani mgr inz. Stachurska jest wspotautorka trzech monografii naukowych, chetnie i aktywnie
uczestniczyta w roznego rodzaju szkoleniach, warsztatach, praktykach 1 stazach, co takze jest
waznym elementem jej aktywnosci naukowej. W tekScie dysertacji Autorka wymienia 5
doniesien konferencyjnych 1 udzial w kolejnych 13 konferencjach. Prositbym o krotkie
wyjasnienie dlaczego rozrézniono te dwie grupy (Doniesienia konferencyjne/Udziat w
konferencjach). Bez watpienia jest to imponujacy dorobek naukowy, ktory §wiadczy o duzym
zaangazowaniu Doktorantki w dziatalno$¢ naukowa Katedry, w ktorej miala mozliwos¢
pracowac.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Xymeny Stachurskiej pt.:
»Wplyw wybranych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych na aktywnos$¢ bakteriolityczng
bakteriofagéw” jest oryginalng, cenng zaréwno pod wzgledem naukowym jak i aplikacyjnym,
rzetelnie 1 starannie przygotowang pracg naukowa, ktora spetnia wszystkie wymogi formalne 1
merytoryczne stawiane pracom doktorskim okre§lone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(tekst jedn. Dz. U. z 2017 1., poz. 1789), zgodnie z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 r. poz.
1669). W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Zootechnika 1
Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z



wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr. inz. Xymeny Stachurskiej do dalszych etapow
postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ponadto, bioragc pod uwage wysoka warto$é
poznawczg uzyskanych wynikéw oraz fakt ich opublikowania w postaci trzech artykutéw w
renomowanych czasopismach naukowych (ponadto jedna praca jest w trakcie oceny)
wnioskuje o wyr6znienie rozprawy.

dr hab. inz. Piotr Szweda, prof. PG



UCHWALA NR 48
Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 20 grudnia 2023 r.

w sprawie nadania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo

mgr inz. Xymenie Stachurskiej

Na podstawie art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z p6zn. zm.) oraz § 1 ust. 1 pkt 2) uchwaty nr 130
Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 29 maja 2023 r.
w zwigzku z § 96 ust. 8 Statutu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie,

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo uchwala co nastepuje:

§1

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie po zapoznaniu sie z przebiegiem przewodu doktorskiego postanawia nadaé stopien

doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo mgr inz. Xymenie Stachurskiej.

§2

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczgca Rady Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo

Lo — P
dr hab. inz. Matgorzata 0zgo, prof. ZUT

Szczecin, dnia 20 grudnia 2023 r.
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