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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Kalinskiej-F.ukasiewicz
pt. ,, Wykorzystanie nanoczasteczek srebra i miedzi w zwalczaniu patogenow
wywolujacych mastitis u krow mlecznych”

Recenzje pracy doktorskiej sporzadzilem zgodnie z uchwalg Rady Wydzialu Nauk o
Zwierzetach SGGW w Warszawie z dnia 16 pazdziernika 2018r. oraz pismem INZ-121/2021 z
dnia 23.12.2021r. otrzymanym od Dyrektora Instytutu Nauk o Zwierzgtach dr hab. Marcina
Golebiewskiego, prof. SGGW wraz z egzemplarzem pracy doktorskiej, stanowiacej zbior 3
publikacji naukowych.

1. Formalna ocena pracy

Przedlozona mi dé oceny praca doktorska zostala wykonana w Katedrze Hodowli
Zwierzat Instytutu Nauk o Zwierzetach SGGW w Warszawie pod promotorstwem dr hab.
Marcina Golebiewskiego. Praca spelnia wymagania postawione tego typu pracom naukowym
w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie zootechnika i rybactwo. Zajmuje 112 stron
maszynopisu. Autorka tres¢ pracy przedstawita w 6 rozdziatach z poc!rozdzialami, tj.: ., Wstep”
(4 strony), ,,Hipotezy badawcze, cel i zakres pracy” (2 strony), ,,Material i metody™ (9 stron),
,,Omowienie gtéwnych wynikow prac eksperymentalnych” (3 strony), ,, Wnioski” (1 strona) 1
,Bibliografia” (5 stron). Wstep poprzedza: strona tytutowa, o§wiadczenia: promotora i autora
pracy, Streszczenia: w jezyku polskim i angielskim, spis tresci, wykaz 3 publikacji naukowych
wchodzacych w sklad dysertacji doktorskiej oraz wykaz stosowanych skrotow. W dalszej
czesci pracy znajduje sie 38 stron kopii 3 opublikowanych prac naukowych stanowigcych
podstawe naukowa dysertacji. O$wiadczenia wspotautorow tychze publikacji zajmujg 13 stron.
Dysertacje zamyka autoreferat zajmujacy 16 stron. Na uwage zastuguje Bibliografia, ktora w
swoim spisie zawiera 58 pozycji, w tym prawie wszystkie (52 pozycje) stanowig prace naukowe
zamieszczone na Swiatowych listach, takich jak: JCR, Web of Science czy Scopus. Na uwagg
zastuguje sposob zapisu literatury w spisie, tj. wedtug kolejnosci cytowania w pracy, ktory jest
popularny w wielu §wiatowych redakcjach. Nalezy zaznaczy¢, ze praca jest czytelna, koncepcja
przemys$lana, material przedstawiony w oparciu o najnowsze piSmiennictwo naukowe
dotyczace tematu rozprawy a kolejnos¢ poszezegélnych rozdziatéow jak i podrozdzialow jest
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Podstawg recenzowanej rozprawy doktorskiej sa trzy artykuty naukowe, opublikowane

w 2018, 2019 i 2020 roku w renomowanych i wysoko indeksowanych czasopismach z tzw.

listy filadelfijskiej, tj. International Journal of Molecular Sciences (IF = 4,556 1 140 pkt na

liscie MNISW); 4dnimals (IF = 2,752 1 100 pkt na liscie MNiSW) oraz Animal Science Papers

& Reports (IF = 0,697 i 40 pkt na liscie MNiSW). Pragne tu dodac¢, Zze obecnie wedlug nowe;j

punktacji MNiSW z dnia 1.12.2021r. prace wydawane w czasopismie Animal Science Papers

& Reports uzyskuja 100 pkt, natomiast IF tego czasopisma wynosi 1,078, co przemawia na

korzy$¢ Doktorantki. Zatem lgczny Impact Factor, na dzien opublikowania wskazanych

artykulow wynosi 8,005, a liczba punktow MNiSW 280. Dobér publikacji jest whasciwy,
tematycznie i merytorycznie zwigzany z tematem dysertacji doktorskiej 1 nie budzi zastrzezen.

W dwoéch publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, a w kolejnej jest jako druga.

Wszyscy wspolautorzy wydali oswiadczenia, w ktorych wskazali, ze ma Ona wiodacy udzial

w planowaniu, realizacji badafi, wykonywaniu analiz laboratoryjnych, analiz danych 1

przygotowaniu prac do opublikowania. Potwierdzaja to ztozone os$wiadczenia, w ktdrych

wskazuja Jej udziat w przedstawionych publikacjach odpowiednio: 60%, 45% i 60%. W jedne;j

z tych prac Doktorantka petnita obowigzki autora korespondencyjnego.

Do zbioru publikacji naukowych wchodzacych w skiad dysertacji doktorskiej nalezg:

1. Kalinska A., Wojcik A., Slosarz J., Kruzifiska B., Michalczuk M., Jaworski S., Wierzbicki
M., Golebiewski M. 2018. Occurrence and actiology of staphylococcsl mastitis - a review”.
Animal Science Papers & Reports. (36(3); 263-273.

2. Puppel K., Kalinska A., Kot M., Slosarz J., Kunowska-Slésarz M., Grodkowski M.,
Kuczynska B., Solarczyk P., Przysucha T., Golebiewski M. 2020. The effect of
Staphylococcus spp. and Enterobacteriaceae on the development of whey protein levels and
oxidative stress markers in cows with diagnosed mastitis. Animals. 10(9); 1591.
https://doi.org/10.3390/ani10091591.

3. Kalinska A., Jaworski S., Wierzbicki M., Golebiewski M. 2019. Silver and copper

nanoparticles - an alternative in future mastitis treatment and prevention. International

Journal of Molecular Sciences. 20(7); 1672. https://doi.org/10.3390/1jms20071672.

2. Ocena merytoryczna pracy

Wiodgcym tematem publikacji, przedstawionych jako rozprawa doktorska, jest
doskonalenie profilaktyki i leczenia w zwalczaniu patogenow wywolujgcych mastitis u krow

mlecznych poprzez analize poziomu biatka serwatkowego i markerow stresu oksydacyjnego a
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takze poprzez wykorzystanie nanoczgsteczek srebra i miedzi. Moim zdaniem jest to bardzo

trafne ujecie tematyczne, bioragc pod uwagg znaczenie gospodarcze problemu masitis i

przydatno$ci takich badan w praktyce zootechnicznej. Doktorantka oraz zespoly badawcze

podjeli si¢ waznego tematu, z punktu widzenia zdrowotnosci wymienia krow mlecznych, gdyz
jak wiadomo od dawien dawna, mastitis zostalo uznane jako choroba zawodowa krow.

Poszukiwanie markerow zapalenia wymienia oraz alternatywnych substancji w zwalczaniu

mastitis moze by¢ dobra droga do poprawy dobrostanu zwierzat, zmniejszenia poziomu

brakowania krow, polepszenia jakosci technologicznej mleka oraz zwigkszenia optacalnosci
produkcji mleka.

Cel podjetych badan zostat jasno i precyzyjnie podany i dotyczyt okreslenia wptywu:

- Staphylococcus spp., Streptococcus spp., 1 Enterobacteriaceae na sekrecje bioaktywnych
biatek serwatkowych 1 ksztalttowanie si¢ poziomu markeréw stresu oksydacyjnego w mleku
krow,

- toksycznosci dostt;pnyéh na rynku NPs i wplywu wytworzonego na ich podstawie
kompleksu na linie komérkowe ludzkie i bydlece gruczolu mlekowego oraz na
przezywalnos¢ patogenéw odpowiedzialnych za zapalenia wymienia, np. Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans.

W pierwszej z prac (Kalinska i in. 2018) autorzy podjeli Prébe; analizy gléwnych
przyczyn czgstotliwoscl wystepowania zapalenia wymienia ze szczegolnym uwzglednieniem
zapalen wywotanych przez bakterie z rodzaju Staphylococcus spp., w tym Staphylococcus
aureus, (gronkowca ztocistego), ktory wedtug najnowszej literatury jest jedna z najczestszych
przyczyn mastitis w stadach bydta mlecznego. Jednak chcialbym tu nadmienicé, ze w tej czesci
przegladu literatury jaki zostal przedstawiony w dysertacji, pewien niedosyt sprawia
wyjasnienie wplywu odpowiedniego poziomu zarzadzania stadem, ktory, jak podkresla
Doktorantka, ma takze kluczowe znaczenie dla profilaktyki zapalenia wymienia u krow.

W drugiej pracy (Puppel i in. 2020), wykonano doswiadczenie, ktérego celem bylo
okreslenie wpltywu Staphylococcus spp. Streptococcus spp., 1 Enterobacteriaceae na sekrecjg
bioaktywnych bialek serwatkowych i markeréw stresu oksydacyjnego. Cheialbym tu zauwazy¢
i podkresli¢, ze metody badawcze zastosowane przez autorow zostaly gruntownie przemyslane,
o czym s$wiadczy ich wysoki standard, material dobrze dobrany, a analizy wykonane na
nowoczesne] aparaturze badawczej, co pozwolito na uzyskanie precyzyjnych wynikow. W
analizach statystycznych postuzono sie najnowszym oprogramowaniem. W doswiadczeniu I
wykorzystano program SPSS 23, dzieki ktéremu otrzymane dane przetworzono statystycznie z

zastosowaniem procedury GLM z utrwalonymi efektami LKS i badanych szczepow
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bakteryjnych. Liczbg bakterii oznaczona w probkach podano w pracy jako log CFU/ml mleka,

czyli jako liczbg jednostek tworzacych kolonie w 1 ml mleka. Do analizy post hoc wykonano

test Duncana. Natomiast w doswiadczeniach 1I i III wyniki testow zostaly opracowane
statystycznie z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA za pomoca

programu StatGraphics Centurion 17.2.05. Réznice miedzy grupami analizowane byly z

uzyciem testu Duncana. Wyniki zostaly wyrazone jako wartosci $rednie z uwzglednieniem

odchylen standardowych. Za istotne statystycznie uznano réznice z wartoscia p < 0,05.

Dzialania zawarte w tych do$wiadczeniach wskazuja na interesujace i nowatorskie
badania, ktére znajda swoje zastosqwanie wsrod producentow mleka. Wykonano w tym celu
szereg analiz dotyczacych:

- skiadu chemicznego mleka (analizator Milko-Scan FT-120) i liczby komérek somatycznych
(LKS) (analizator Somacount 150),

— Jakosci mikrobiologicznej (analizator BactoScan),

- zawartosci di-malonowego aldehydu (MDA) oraz potencjatu antyoksydacyjnego (TAS)
przy wykorzystaniu testu RANDOX (analizator TecanNanoQuant Infinite M200 Pro),

- zawartosci biatek serwatkowych (chromatograf cieczowy RP-HPLC Agilent 1100 i kolumna
Jupiter C18 300A),

- standardowe;] analizy mikrobiologicznej przy uzyciu analizatora WASP Bentley do kultur
automatycznych, ktoérych posiew wykonywano na podlozach: Mannitol Salt Lab Agar
(Staphylococcus spp.); Edwards Lab Agar (Streptococcus spp); Chromogenic Uri-Color Lab
(Enterobacteriaceae).

W badaniach tych wykazano, ze zdrowe krowy sg predysponowane do wyzszego potencjatu
antyoksydacyjnego, o czym $wiadczy zawarto$¢ w ich mleku LKS < 200 000 komorek/ml.
Zakazenia Enterobacteriaceae z log CFU > 1,1 wiazaly sie ze spadkiem potencjalu
antyoksydacyjnego (TAS) i zwigkszeniem zawartosci di-malonowego aldehydu (MDA).
Wowczas znaczgco zwigksza sig koncentracja laktoferyny szczegélnie w przypadku zakazen
Escherichia coli 1 Pseudomonas aureginosa. Ponadto obecno$¢ bakterii z rodzaju
Staphylococcus spp. istotnie wplynela na stezenie p-laktoglobuliny (BLG), ktéra ogranicza
rozprzestrzenianie si¢ Staphylococcus aureus 1 Streptococcus uberis. Krowy zakazone
bakteriami Gram-ujemnymi miaty nizszg aktywnos¢ lizozymu niz zainfekowane przez bakterie
Gram-dodatnie. Natomiast laktoferyna wykazata dzialanie przeciwbakteryjne wobec bakterii
Gram-dodatnich.

W trzeciej pracy (Kalinska i in. 2019), celem badan byla ocena potencjatu

oksydoredukcyjnego komérek gruczotu sutkowego bydta i cziowieka poddanych inkubacji w
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roztworach z dodatkiem kompleksu AgNPs (nanoczasteczki srebra) i CuNPs (nanoczasteczki
miedzi) oraz okreslenie zywotnosci wybranych patogendéw odpowiedzialnych za wywolywanie
zapalen gruczotu sutkowego u bydta poddanych ekspozycji na AgNPs, (nanoczasteczki srebra)
CuNPs (nanoczgsteczki miedzi) oraz kompleksu AgCuNPs (nanoczasteczki srebro-miedz).
Doktorantka podaje: cytuje ,,w dalszej czesci eksperymentu wykorzystano do badan hodowle
komorkowe gruczotu sutkowego linii bydlecej (BME-UV1) i cztowieka (HMEC)”. Prosze o
wyjasnienie dlaczego wlgczono tu hodowle komdrkowe gruczotu sutkowego cziowieka 1 jak
pozyskano hodowle HMEC? Kontynuujae, w badaniach tych glownym zadaniem bylo
wykonanie oceny integralnosci blon komorkowych z wykorzystaniem testu 0znaczajacego
ilo$¢ uwalnianej z komorek dehydrogenazy mleczanowej (LDH) przy uzyciu odczynnika LD
(Cytotoxicity Assay Kit, ThermoFisher Scientific), ocena potencjalu oksydoredukcyjnego
komorek gruczotu sutkowego linii bydlecej i czlowieka oraz okreslenie zywotnosci patogenow
wywotujgcych zapalenie wymienia u bydta.

Analizujgc zywotnos¢ ﬁablonkowych komorek sutkowych bydla (BME-UV1) 1 czlowieka
(HMEC) po potraktowaniu je roztworami AgNPs, CuNPs, AgCuNPs wykazano, ze NPs nie
zmniejszyly aktywnosci oksydoredukcyjnej komorek, a tym samym nie wykazaly dziatania
cytotoksycznego. Uwazam, ze niezmiernie waznym wynikiem uzyskanym z przeprowadzenia
tych badan, ktory moze znalez¢ zastosowanie w praktyce, jest wykazapie, 7e zastosowanie NPs
zmniejszyto zywotnos$¢ patogenow: Enferococcus faccalis, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Enterobactercloace, Streptococcus agalactiae i drozdzy Candida albicans w kazdej
grupie. Wazne jest rowniez stwierdzenie, ze zastosowane AgNPs, CuNPs oraz ich kompleks
AgCuNPs wykazujg silne dziatanie antybakteryjne, antygrzybiczne 1 jak wskazujg niektore
doniesienia literatury antyglonowe, mozna je stosowac przy stgzeniu =1 ppm. A zatem AgNPS
i CuNPs powinny by¢ najskuteczniejszym rozwiazaniem w leczeniu zapalenia wymienia ze
wzgledu na ich synergiczny wplyw na rézne patogeny.

Przedstawione w pracy w sposob jasny i przejrzysty wyniki Doktorantka poddata
dyskusji odnoszac je do najnowszej, tematycznie zwiagzanej z dysertacja, literatury naukowej.
Stusznie podkreslita, ze nanotechnologia jest obecnie bardzo szybko rozwijajacg si¢ dziedzing
nauki i techniki ze wzgledu na mozliwo$¢ wytwarzania nowych materiatbw w nanoskali.
Nanomaterialy charakteryzujg si¢ wysokim stosunkiem powierzchni do objetosci oraz
wyjatkowymi wlasciwosciami chemicznymi i fizycznymi, ktére sprawiaja, ze staly sig
waznymi $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi. Nanoczasteczki srebra i miedzi mogg by¢
alternatywa dla tradycyjnych srodkow przeciwbakteryjnych, takich jak antybiotyki, chociazby

z tego wzgledu, ze brak jest ryzyka wystapienia odpornosci na nie. Nanoczasteczki srebra,
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majgc wlasciwosci bakteriobojcze, i grzybobdjcze uszkadzajg blony komoérkowe poprzez
tworzenie mikrosrodowiska bogatego w jony srebra, denaturacje biatek, tworzenie
reaktywnych form tlenu, zaburzajac replikacje DNA, ekspresje bialek i enzymow w lancuchu
oddechowym, peroksydacje lipidow. Czy Doktorantka moglaby by odnie$¢ sie do tego
zagadnienia, znajdujac moze w literaturze wyjasnienie czy przy stosowaniu nanoczasteczek,
ktore znajdg si¢ w organizmie, ich obecno$¢ i dzialanie nie zagraza innym komoérkom
organizmu?

Prace stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane w
renomowanych czasopismach naukpwych 1 wezesniej ocenione przez kilku recenzentéw,
zapewne specjalistow w tej dziedzinie, zatem ponowna ich ocena jest juz zbedna.
Opublikowanie wynikow badan w tak uznanych czasopismach naukowych jest mozliwe tylko
wowczas, gdy otrzymajg one pozytywng oceng redaktora i recenzentow. A zatem
najistotniejsza czes¢ rozprawy doktorskiej zostata juz zweryfikowana i oceniona pozytywnie.

Natomiast odnoszqd si¢ do czesci wprowadzajaco-przegladowej rozprawy doktorskie;j
nie wnosze zadnych uwag. Rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko, uznaje bardzo duzy
wklad Doktorantki przy wykonywaniu badan i opracowywaniu wynikéw prac do
opublikowania. Pragne podkresli¢ aspekt innowatorski i praktyczny prowadzonych badan i
uzyskanych wynikéw. Praca Pani mgr inz. Aleksandry Kaliﬁskiej—kaasiewicz wnosi wicle
nowych konkluzji z zakresu wykorzystania nanoczasteczek srebra i miedzi w zwalczaniu
patogenéw wywotujacych mastitis, istotnych dla dobrostanu zwierzat i ekonomicznej strony
produkcji mleka. Doktorantka w pelni sprostala wymogom stawianym kandydatom
ubiegajacym si¢ tytut doktora.

Uwzgledniajac powyzsze pozytywne uwagi dotyczgce Doktorantki oraz ocene jej
badan, ktére majg charakter aplikacyjny ze wzgledu na swojg innowacyjno$é oraz
ukierunkowanie na ich szybkie wdrozenie do praktyki produkeyjnej, wnosze o wyroznienie tej

pracy nagroda JM Rektora SGGW w Warszawie.
Whiosek koncowy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandr Kalinskiej-
Lukasiewicz pt. ,,Wykorzystanie nanoczasteczek srebra i miedzi w zwalczaniu patogenow
wywolujgcych mastitis u krow mlecznych” poszerza w znacznej mierze wyniki uzyskane
dotychczas w tym zakresie badawczym. Wysoka warto$¢ naukowa pracy stanowi mocng

podstawe w procesie ubiegania si¢ Doktorantki o stopien naukowy doktora. W podsumowaniu
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stwierdzam, Ze oceniona przeze mnie rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone a art. 13,
ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.).




