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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Kot

pt.:,,Ocena in vitro przeciwdrobnoustrojowych wtasciwosci nanomateriatow w
profilaktyce mastitis oraz kulawizn na tle zakazen bakteryjno - grzybiczych”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Gotebiewskiego i dr inz. Aleksandry
Kalinskiej jako promotora pomocniczego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Magdaleny Kot podejmuje sie
rozwigzania niezmiernie istotnego, z punktu widzenia hodowcy, problemu terapii
zapalania wymienia i kulawizn u kréw mlecznych spowodowanych przez dziatanie na
organizm zwierzecy chorobotworczej mikroflory bakteryjnej i grzybéw. Prowadzona od
ponad 50 lat jednostronna selekcja bydta w kierunku poprawy uzytkowosci mlecznej
doprowadzita, miedzy innymi, do pogorszenia sie cech zdrowotnych kréow mlecznych.
Kulawizny oprocz infekcji bakteryjnych w obrebie skéry palcow i pietek ndg, moga byé
spowodowane mechanicznym uszkodzeniem racic lub skaleczeniami, czy wrecz
uszkodzeniem catych konczyn. Obie choroby majg negatywny wptyw nie tylko na zdrowie
zwierzecia, ale rowniez sg przyczyng spadku wydajnosci mlecznej i pogorszenia sie jego
dobrostanu. Leczenie mastitis i kulawizn jest dtugotrwate i ucigzliwe, co rowniez jest
zrodtem dodatkowych strat w gospodarstwie.

W chowach bydta mlecznego od dtuzszego czasu obserwuje sie nadmierne
wykorzystywanie antybiotykow w terapii tych dwoch choréb, co niestety jest przyczyng
powstawania antybiotykoodpornych szczepow bakteryjnych. Obecnie jest to na tyle
palgcy problem, ze dotyczy on rowniez spoteczenstwa mieszkajgcego na wsi. Dostepne
publikacje naukowe potwierdzajg fakt, ze w miejscach o intensywnej produkcji zwierzece;j
stosuje si¢ silniejszg terapig antybiotykowa w leczeniu choréb u ludzi, niz w podobnych
przypadkach w miescie. Dlatego obecna hodowla zwierzat coraz silniej selekcjonuje
zwierzgta w kierunku odpornosci i lepszego przystosowania do warunkéw bytowych.
Selekcja w kierunku wzrostu wydajnosci mlecznej przestata by¢ celem samym w sobie.
Innym rozwigzaniem tego problemu jest ukierunkowanie badan na poszukiwanie
markerow genetycznych oraz alternatywnych procedur terapeutycznych, szczegélnie w
przypadku wystgpienia formy podklinicznej mastitis oraz kulawizny.

Sktonnos$c¢ krow do zapalen wymienia uwarunkowana jest nie tylko genetycznie. Ma
ona rowniez silne podtoze Srodowiskowe zwigzane z jakos$cig zywienia i utrzymania
zwierzat, jak rowniez z technikg i higieng doju. To samo dotyczy czestotliwosci
wystgpowania kulawizn. W toku prowadzonej selekcji rama ciata krowy znacznie sie
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powigkszyta i tym samym wzrosta tez jej masa, ktéra niekorzystnie oddziatywuje ha cechy
motoryczne zwierzecia a tym samym na stan racic, ktére wymagajg czestej korekcji i
stosowania roztworéw wzmacniajgcych ich twardos¢. Z korytarzy przepedowych i z
miejsc przebywania bydta powinno usuwac si¢ wszelkie przedmioty mogace rani¢ nogi
zwierzat. Obecnie, w dobrze prowadzonych stadach, krowy chodzgce na pastwisko
poruszaja sie po specjalnie wyznaczonych drogach o migkkim podtozu.

Zmiany wag w indeksach selekcyjnych czy profilaktyka stosowana w chowach krow
mlecznych poprawia stan zdrowotny kolejnych pokolen zwierzat i powoli przedtuza wiek
$redniego uzytkowania krow w stadzie. Walka o obnizenie zuzycia antybiotykéw w
chowach zwierzat i zastgpienie ich innymi metodami terapeutycznymi w leczeniu
podklinicznych stanéw zapalen wymienia i kulawizn nie jest jeszcze zakonczona. W tym
sensie praca doktorantki mgr inz. Magdaleny Kot wychodzi na przeciw oczekiwaniom
hodowcéw bydta i wnosi nowe spojrzenie na walke z patogenng mikroflorg poprzez
zastosowanie w terapii nanomateriatéw. Nanomateriaty a zwtaszcza czgstki zawierajgce
srebro, ztoto lub miedz oraz ich kompleksy wykazujg duzy zakres wtasciwosci biobdjczych
ze szczegélnym uwzglednieniem dziatan przeciwgrzybiczych, przeciwwirusowych i
przeciwpasozytniczych.

Charakterystyka pracy

Na 72 stronach maszynopisu znajdziemy obszerny wstep opisujgcy tto prowadzonych
badan, hipotezy badawcze, cel i zakres pracy, materiat i metody badawcze wraz z opisem
przeprowadzonych analiz zebranego materiatu, wyniki i ich omoéwienie oraz wnioski
koncowe bedgce podsumowaniem prac eksperymentalnych. Pozostatg czesS¢ pracy
tworzy zbior czterech publikacji naukowych wraz z oswiadczeniami wspotautorow o ich
udziale w powstaniu dzieta, bedacy zatgcznikiem do pracy doktorskie;j.

Zbior publikacji naukowych wchodzacych w sktad dysertacji doktorskiej stanowig
nastepujgce pozycje:

1. Kot, M.; Kalinnska, A.; Jaworski, S.; Wierzbicki, M.; Smulski, S.; Gotebiewski, M. In
Vitro Studies of Nanoparticles as a Potentially New Antimicrobial Agent for the
Prevention and Treatment of Lameness and Digital Dermatitis in Cattle. Int. J. Mol. Sci.
2023, 24, 6146. IF=4,9; 140 pkt.

2. Wierzbicki M, Kot M, Lange A, Kalinska A, Gotebiewski M, Jaworski S. Evaluation

of the Antimicrobial, Cytotoxic, and Physical Properties of Selected Nano - Complexes
in Bovine Udder Inflammatory Pathogen Control. Nanotechnol Sci Appl. 2024,17, 77 -
94. IF=2,4; 200 pkt.

3. Kot, M_; Lange, A.; Jabtonska, W.; Kalinska, A.; Nasitowska, B.; Skrzeczanowski,

W.; Gotebiewski, M. Nanoparticles as New Antifungals in the Prevention of Bovine
Mycotic Mastitis Caused by Candida spp. and Diutina spp. - In Vitro Studies. Molecules
2025, 30, 2086. IF=4,6; 140 pkt.



4. Kot, M.; Jabtonska, W.M.; Lange, A.; Kalinska, A.; Gotebiewski, M. Nanomaterials
in the Management of Fungal Udder Inflammation in Cattle as an Effective Preventive
Strategy Based on In Vitro Studies. Biology 2026, 15, 412. IF= 3,5; 100 pkt.

tgczny Impact Factor czterech publikacji stanowigcych zatacznik do rozprawy
doktorskiej wynosi IF = 15,4 i 580 pkt na podstawie klasyfikacji czasopism naukowych
MNiSW. Nalezy przy tym podkresli¢, ze doktorantka w trzech publikacjach byta pierwszym
autorem a w jednej drugim, co Swiadczy o docenieniu jej pracy badawcze] przez
wspotautorow.

W obszernym wprowadzeniu do przeprowadzonych badan doktorantka mgr inz.
Magdalena Kot omowita problemy wystepujace w hodowli bydta opisujgc kulawizny i
mastitis jako najczesciej wystegpujgce choroby w stadach bydta mlecznego, wymagajace
ciggtych interwencji weterynaryjnych. Wedtug wielu badaczy nalezg one do najbardziej
kosztownych schorzen. Zaréwno mastitis jak i kulawizny majg podtoze drobnoustrojowe
prowadzgce do powstawania ropni i wrzodéw a w przypadku mastitis do szybkiego
namnozenia szkodliwej mikroflory bakteryjnej i wzrostu liczby komérek somatycznych w
mleku. Mleko z LKS powyzej 400 000/ml traktowane jest jako pozaklasowe i z reguty
powinno by¢ przeznaczone do utylizacji bez mozliwosci sprzedazy. Bakteryjne podtoze
tych chordb jest przyczyng stosowania w ich terapii coraz intensywniejszych kuracji
antybiotykowych, co prowadzi wprost do powstawania antybiotykoodpornych szczepéw
bakterii. Uniemozliwia to prowadzenie skutecznego leczenia i jest przyczyng szybszej
eliminacji chorych krow ze stada.

Skoro antybiotyki wykorzystywane w terapiach sg coraz mniej skuteczne, a ich
nadmierne stosowanie zagraza rowniez Srodowisku i populacji ludzkiej, nalezy
poszukiwac alternatywnych rozwigzan zwalczajgcych chorobotwdércze patogeny i grzyby,
bedace przyczyng mastitis i kulawizn.

W tym celu mgr inz. Magdalena Kot postawita pie¢ hipotez badawczych, na ktore
odpowiedz miaty da¢ przeprowadzone badania. Ujmujac je w skrocie poszukiwano
odpowiedzi na pytania czy nanoczgstki metali wykazujg istotne wtasciwosci
antybakteryjne i antygrzybicze, czy bedg skuteczne w zwalczaniu patogendw i w jaki
sposoOb terapia zalezna bedzie od rodzaju zastosowanego nanomateriatu. Zatozono
rowniez, ze kompleksy bimetaliczne mogg wykazywac efekt synergistyczny i przez to
silniejsze dziatanie biobdjcze, co moze by¢ alternatywg dla nieskutecznych
chemioterapeutykow. Ostatnig zatozong hipotezg badawczg byto zbadanie toksycznosci
wptywu roznych stezen nanoczgstek metali na przezywalnos¢ komorek ludzkich i
bydlecych.

Celem przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej byto przeprowadzenie oceny in
vitro przeciwustrojowych wtasciwosci nanomateriatéw oraz ich kompleksow jako
potencjalnych nie antybiotykowych srodkéw do zastosowania w profilaktyce mastitis i
kulawizn bydta, ktorych przyczyna sg zakazenia bakteryjne i grzybicze.
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Opisany przez doktorantke wstep i uzasadnienie podjetych badan, ich cel i zakres
zmierzajgcy do potwierdzenia zatozonych hipotez badawczych nie budzg zastrzezen
recenzenta.

W rozdziale materiat i metody omoéwiono materiat badawczy w podziale na zatgczone
do pracy doktorskiej publikacje. Badano aktywno$¢ przeciwustrojowg nanoczgstek 5
metali oraz wybranych nanokomplekséw wobec patogendw izolowanych od bydta ze
zdiagnozowanym mastitis i kulawiznami. Byty to hydrokoloidy AgNPs, AuNPs, CuNPs i
PtNPs. natomiast FeNPs uzyto w formie proszku. Poszukujgc efektu synergistycznego w
aktywnosci przeciwbakteryjnej poréwnywano skutecznos$é¢ pojedynczych nanoczgstek z
nanokompleksami. Kompleksy NPs powstaty poprzez potgczenie dwdch rodzajow NPs w
stosunku 1:1. Dalszym celem badan byta ocena cytotoksycznosci oraz wskazanie tych
nanomateriatéw, ktére majg najwiekszy potencjat do badan in vivo i wdrozeniowych.

Zebrany materiat biologiczny obejmowat probki tkanek, ropnag wydzieling z pecherzy,
rope z domieszkg krwi oraz réznego rodzaju wymazy pobrane od bydta rasy polskiej
holsztynsko - fryzyjskiej, u ktérych zdiagnozowano kulawizny. Prébki te pozyskano w
trakcie rutynowej korekcji racic. Z pobranego materiatu biologicznego izolowano
mikroorganizmy ktére nastepnie poddawano dalszym analizom. Probki mleka
éwiartkowego pochodzity od krow z podklinicznym zapaleniem wymienia (LKS >200
000/ml). Z pobranego mleka izolowano mikroorganizmy do dalszych badan. Komorki
nabtonka gruczotu mlekowego bydta BME - UV1 zostaty zakupione w banku komaorek
Instytutu Zooprofilaktycznego Lombardii i Emilii — Romanii (Wtochy), natomiast ludzkie
komorki HMEC zostaty pozyskane od firmy Thermo Fisher Scientific. Zakupione linie
komodrkowe poddawane byty testom cytotoksycznosci z wykorzystaniem NPs.

W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej detalicznie opisano zastosowane
metody badawcze od morfologii nanoczgstek w celu okreslenia ich wtasciwosci
fizykochemicznych po izolacje mikroorganizmow z materiatu biologicznego. Identyfikacje
mikroorganizmoéw dokonano w zewnetrznym laboratorium przy uzyciu aparatu MALDI -
TOF MS oraz urzadzenia VITEK 2. Do identyfikacji innych mikroorganizmow wykorzystano
réowniez ich obraz mikroskopowy. Wykorzystanie opisanej w metodyce aparatury byto
istotne ze wzgledu na fakt, ze w niektorych przypadkach wyizolowane patogeny nie byty
wczesniej tgczone z mastitis czy kulawizng. Uzyskane wyniki byty zatem precyzyjniejsze
niz w przypadku standardowej identyfikacji mikrobiologiczne;j.

Opisana przez doktorantke metodyka oraz dobdér i opracowanie materiatu
biologicznego rowniez nie budzi zastrzezen recenzenta.

Przechodzgc do oméwienia wynikéw nalezy podkresli¢, ze doktorantka wykonata
zmudna prace laboratoryjng rozpoznajgc szczepy bakteryjne i grzybicze odpowiedzialne
za powstawanie kulawizny lub mastitis i oceniajac ich przezywalnos¢ po traktowaniu
roztworami nanoczgstek o réznych stezeniach. W jej wyniku mgr inz. Magdalena Kot
wyizolowata 5 szczepow bakteryjnych, ktére moga by¢ odpowiedzialne powstawanie
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kulawizny. Jednak, jak sama zaznaczyta, dostegpna literatura dotyczgca identyfikacji
mikroorganizmow zwigzanych z kulawiznami jest uboga. Wyizolowane bakterie nie byty
wczesniejidentyfikowane z kulawiznami. Niemniej przeprowadzone badania wskazuja, ze
przyczyng kulawizn obok uszkodzen mechanicznych moga byc tez zakazenia bakteryjne.
AgNPs, AuNPs i CuNPs wykazaty najsilniejsze dziatanie biobdjcze wobec badanych
mikroorganizmow przy wyzszych stgzeniach (12,5 - 25 mg/l). W przypadku komplekséw,
kompleksem, ktéry wykazat najsilniejsze dziatanie przeciwbakteryjne byt AgCuNPs. W
przypadku mastitis z materiatu biologicznego wyizolowano z mleka 10 mikroorganizmow.
Sposrod badanych NPs najsilniejsza aktywnos$¢ -przeciwbakteryjng wykazywat
hydrokoloid AgNPs. Dodatkowo Doktorantka wykazata, ze nanoczastki, przy tym samym
stezeniu 25 mg/|, redukowaty przezywalnosc¢ patogendw o 86 — 98 %. Natomiast stezenie
12 mg/l AgNPs zastosowane wobec S. aureus, pozwolito na redukcje przezywalnoéci o 86
%. Sposrod komplekséw najsilniejszg aktywnosc biobdjcza wykazywat AGCuNPs, ktéry
juz przy najnizszym stezeniu 0,78 mg/l obnizat przezywalnos¢ patogendw, takich jak
Streptococcus uberis, Staphylococcus sciuri, Escherichia coli, Staphylococcus aureus o
95 - 97 %. W zakresie stezen 6,25 - 12,5 mg/l dla tego kompleksu S. uberis wykazywat 0 %
przezywalnosci, podobnie jak Serratia marcescens przy stezeniu 12,5 mg/l. Citrobacter
koseri charakteryzowat si¢ najnizszg podatnoscig przy najnizszym badanym stezeniu
(0,78 mg/l), jednak nawet w tych warunkach przezywalno$c¢ obnizata sie o okoto 60 %.
Wyniki analizy przezywalnosci grzybow i glonéw poddanych dziataniu komplekséw NPs
byty zblizone do rezultatow uzyskanych dla bakterii.

Przezywalno$¢ komérek BME-UV1 i HMEC oceniono za pomoca testu PrestoBlue HS
(Invitrogen, ~ Waltham, MA, USA), okreslajgcego aktywno$¢ metaboliczna
(oksydoredukcyjng) komorek. Wyniki przezywalnosci komaérkowej po ekspozyciji na NPs w
stezeniach 0,1; 0,5; 1; 2 i 2,5 mg/l wykazaty spadek przezywalnosci w obu liniach
komorkowych po ekspozycji na CuNPs w stezeniach wyzszych niz 0,1 mg/l, podobnie jak
w przypadku zastosowanych kompleksoéw zawierajgcych CuNPs (AgCuNPs, CuPtNPs,
AuCuNPs, CuFeNPs).

W przeprowadzonych badaniach wyizolowano i zidentyfikowano takie grzyby jak:
Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Diutina rugosa var. rugosa,
Diutina catenulata, Diutina rugosa. Sposrod badanych NPs, hydrokoloid AgNPs
wykazywat zblizony poziom aktywno$ci biobdjczej niezaleznie od zastosowanego
stezenia, jednak efekt ten byt zréznicowany w zaleznosci od gatunku grzyba. Najwieksza
wrazliwo$¢ na dziatanie NPs wykazywaty D.rugosa oraz C. albicans, dla ktérych
przezywalno$¢ w catym zakresie badanych stezen utrzymywata sie na poziomie 5 - 7 %.
Badania wykazaty, ze CuUNPs miata wyzszg aktywnos$¢ przeciwgrzybiczg w poréwnaniu do
AuNPs, jednak nizszg niz AgNPs.

Kompleksy NPs wykazywaty efekt synergiczny i charakteryzowaty sie wyzsza
aktywnoscig przeciwgrzybiczg niz pojedyncze NPs, cho¢ w réznym stopniu. AgAuNPs



wykazywat podobng aktywnos$¢ jak AgNPs, bez wyraznych zmian przezywalnosci w
zaleznosci od stezenia. Kompleks AgCuNPs wykazat najwyzszg aktywno$¢
przeciwgrzybiczg sposrod wszystkich badanych NPs i ich komplekséw. W przypadku C.
albicans, C. parapsilosis, D. catenulata, D. rugosa oraz D. rugosa var. rugosa
przezywalnosc¢ przy najwyzszym stezeniu wynosita okoto 2 %.

Kontrolnie doktorantka przeprowadzita test dyfuzyjno - krgzkowy stuzgcy poréwnaniu
wrazliwosé grzybow na dostepne leki przeciwgrzybicze. Najwiekszg strefe zahamowania
wzrostu (40 mm) odnotowano dla C. parapsilosis po zastosowaniu preparatu KCA10,
natomiast w przypadku CTM10 strefa ta wynosita 34 mm. Szczep C. glabrata po
zastosowaniu 1 pg flucytozyny (FY1) wykazywat strefe zahamowania o srednicy 32 mm.
Preparat KCA10 wykazywat wysokg skutecznos¢ wobec D. catenulata i D. rugosa, dla
ktérych srednice stref zahamowania wynosity po 30 mm. Najnizszg aktywnosc¢
przeciwgrzybiczg wykazywat flukonazol 10 pg (FCN10) wobec C. parapsilosis, D. rugosa
oraz D. catenulata, dla ktorych nie obserwowano stref zahamowania wzrostu (0 mm).
Prepraty reagowaty z reguty specyficznie w zaleznosci od gatunku grzybow.

Z probek mleka doktorantka wyizolowata nastepujgce szczepy grzybow: Pichia
kudriavzevii, Wickerhamomyces pararugosa, Saccharomyces cerevisiae, Candida
mucoides, Wickerhamomyces anomalus, Candida hoffmannii, Kluyveromyces
marxianus. W przypadku mastitis oceniono zywotnosc¢ grzybow wyizolowanych z mleka
poddanych dziataniu nanoczgstek Ag, Au, Cu, Pt i FeC. Najwyzszg przezywalnos¢ po
ekspozycji na AgNPs obserwowano dla S.cerevisiae, gdzie przy stezeniu 25 mg/l wynosita
ona 119 %, a przy 3,125 mg/l rowniez przekraczata wartosci obserwowane w kontroli.Dla
pozostatych stezenh miescita sie w zakresie 90 - 96 %. AgNPs wykazywaty stosunkowo
niskg aktywnosé wobec C. hoffmannii, dla ktorej przezywalnos¢ wynosita 50 % przy
najwyzszym stezeniu oraz 35 % przy najnizszym. W przypadku W. pararugosa
przezywalnos¢ dla stezen 25 i 1,5 mg/l wynosita 20 - 26 %. Najwiekszg wrazliwos¢ na
dziatanie AgNPs wykazywaty C.mucoides oraz W. anomalus, dla ktérych obserwowano
wyrazne obnizenie przezywalnosci w catym zakresie badanych stezen. Dziwi brak
skutecznego dziatania AgNPs. Czy mozna to w jakis sposob wyjasni¢, zwtaszcza ze
istniejg badania, ktore nie potwierdzajg tego wyniku?

AuNPs wykazywata niskg aktywnos¢ przeciwgrzybicza wobec S.cerevisiae.
Najwiekszg wrazliwos¢ na dziatanie AgAuNPs wykazywata P. kudriavzevii, dla ktoérej
przezywalnos$¢ we wszystkich badanych stezeniach miescita sie w zakresie 5 - 8 %. W
przypadku C. hoffmannii przezywalnos¢ wynosita 25 - 35 % w zaleznosci od stezenia.
AgCuNPs wykazywat najwyzszg aktywnoS¢ przeciwgrzybicza sposrod badanych
kompleksow. W przypadku P. kudriavzevii przezywalnos$¢ przy najwyzszym stezeniu
wynosita okoto 2 %, natomiast wraz ze spadkiem stezenia obserwowano jej wzrost,
osiggajacy 4 - 7 % przy najnizszym stezeniu. C. hoffmannii, W. pararugosa oraz K.
marxianus wykazywaty przezywalnos¢ w zakresie 5 - 27 % w zaleznosci od stezenia.



Podobnie jak w przypadku pozostatych kompleksoéw, S. cerevisiae wykazywata najnizsza
podatnosc¢ na dziatanie AUCUNPs, utrzymujgc wyzszg przezywalno$é w catym zakresie
badanych stezen.

Whioski

Przeprowadzone przez mgr inz. Magdalene Kot badania stanowig istotny wktad w
poszukiwanie alternatywnych metod zwalczania kulawizny u bydta i mastitis u krow
mlecznych. W przedtozonej do recenzji dysertacji doktorantka zbadata wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe NPs wobec mikroorganizméw wyizolowanych z materiatu
biologicznego pochodzgcego od kréw z objawami kulawizn. Nalezy podkreslié, ze
drobnoustroje te nie byty wczesniej jednoznacznie wigzane z jej wystepowaniem, co
znacznie rozszerza aktualny stan wiedzy na temat etiologii tej choroby. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze wtasciwosci biobdjcze NPs sg zalezne od ich rodzaju oraz stezenia.
Najwyzszg aktywnoSc przeciwdrobnoustrojowg wykazaty AgNPs oraz CuNPs, ktére
znaczaco redukowaty przezywalnos¢ badanych patogenéw nawet przy stosunkowo
niskich stezeniach. PtNPs oraz FeNPs wykazywaty bardzo ograniczong aktywnos$é, a w
niektorych przypadkach obserwowano nawet wzrost przezywalnosci bakterii, co
wyklucza ich zastosowanie terapeutyczne w analizowanym zakresie. Szczegélnie istotne
byto potwierdzenie, ze nanokompleksy, w tym przede wszystkim AgCuNPs, wykazujg
znacznie wyzszg skutecznos¢ niz pojedyncze NPs, co potwierdzatoby efekt synergii.
Jednoczesnie wykazano zréznicowang wrazliwo$é poszczegélnych drobnoustrojow, co
zdaniem doktorantki moze potwierdzac¢ ztozony, wieloczynnikowy charakter kulawizn.

W przypadku mastitis badania koncentrowaty sie na ocenie potencjatu NPs jako
alternatywy dla antybiotykéw w terapii tej choroby u bydta mlecznego. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze najwyzszg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wykazujg AgNPs i CuNPs,
natomiast AuNPs charakteryzujg sig umiarkowang skutecznoscig. Réwniez i w tym
przypadku FeNPs oraz PtNPs wykazywaty niewielkie lub brak dziatania bakteriobojczego.
Testowane Nanokompleksy a zwtaszcza AgCuNPs, wykazaty znacznie WyZszg
skutecznos¢ w zwalczaniu patogennej mikroflory niz pojedyncze NPs.

Dokonano rowniez oceny wtasciwosci przeciwgrzybiczych NPs wobec patogendw
izolowanych z mleka krow z subklinicznym mastitis, Mikroflora grzybicza stanowi istotny
problem kliniczny ze wzgledu na rosngcg odporno$é na standardowe leczenie
przeciwgrzybicze. Uzyskane wyniki udowodnity, ze AgNPs, CuNPs oraz AuNPs wykazuja
istotng aktywnos$¢ przeciwgrzybiczg, przy czym ich skutecznosc¢ byta zalezna od stezenia
oraz gatunku mikroorganizmu. NPs, szczegélnie w formie komplekséw, moga stanowié
skuteczng alternatywe dla antybiotykdw w leczeniu mastitis. Jednakze ich zastosowanie
w praktyce wymaga dalszych badan, zwtaszcza w warunkach in vivo.

Waznym elementem przeprowadzonych badan byta ocena cytotoksycznosci NPs
wobec komodrek BME-UV1 oraz HMEC, w ktérych wykazano, ze przy niskich stezeniach



NPs nie wykazuja one istotnej toksycznosci, co ma kluczowe znaczenie dla ich
potencjalnego zastosowania w praktyce.

Zasadniczym wnioskiem wynikajgcym z przeprowadzonych badan nad
zastosowaniem nanoczgstek metali szlachetnych jako alternatywy dla antybiotykéw
stosowanych w terapii kulawizn i mastitis jest potwierdzenie, ze moga one stanowic
skuteczng alternatywe dla klasycznych lekdw przeciwgrzybiczych, zwtaszcza w
przypadku szczepdéw lekoopornych. Dodatkowo uzyskane wyniki potwierdzity lepszg
skutecznos¢ nanokompleksu AgCuNPs, w eliminacji patogennej mikroflory bakteryjne;j i
grzybiczej od pojedynczych NPs. W celu potwierdzenia Uzyskanych wynikoéw konieczne
bedg dalsze badania w warunkach in vivo.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji praca doktorska sktada sie z oméwienia wynikéw czterech
publikacji naukowych wydanych przez renomowane czasopisma naukowe. Mgr inz.
Magdalena Kot przeprowadzita niezwykle szczegotowa analize mozliwosci zastosowania
nanoczgstek, gtownie srebra i miedzi oraz ich konglomeratu w profilaktyce mastitis i
kulawizn u bydta mlecznego. Na uwage zastuguje starannie przygotowana metodyka
przeprowadzonych doswiadczen rozszerzonych o analize poréwnawczg z dostepnymi na
rynku Srodkami grzybobdjczymi oraz badanie przezywalnosci komoérek bydlecych i
ludzkich BME-UV1 i HMEC poddanych dziataniu NPt i ich konglomeratow.
Przeprowadzone badania majg takze duze znaczenie praktyczne, zwtaszcza w sytuacji
wzrastajgcej antybiotykoodpornosci szczepow bakterii w otoczeniu produkcji zwierzece;.
Nie do przecenienia jest rowniez fakt eliminowania antybiotykéw z terapii chordb i
zastepowanie ich alternatywnymi metodami leczenia. Stad wniosek, ze przeprowadzone
badania majg duzy potencjat utylitarny w zastosowaniu nanoczastek w profilaktyce i
leczeniu mastitis i kulawizn u bydta. Do rozwigzania pozostaje problem opracowania
odpowiednich stezen nanoczgstek metali szlachetnych w roztworach przeznaczonych do
zwalczania chorobotwdrczych mikroorganizméw oraz przeprowadzenie badan nad
zawartoscig pozostatosci nanoczgstek metali w mleku i okreslenie dtugosci karencji po
zastosowaniu nanoczgsteczkowej terapii w leczeniu mastitis. Praca mgr inz. Magdaleny
Kot ma réwniez, oprocz niewatpliwego znaczenia praktycznego duze walory poznawcze,
zwtaszcza w kwestii mikroflory bakteryjneji grzybiczej bedacej jedng z przyczyn z mastitis
i kulawizn. Zwraca uwage rowniez staranna forma i tres¢ przygotowanego rekopisu
popartego obszernym przegladem literatury liczgcym 100 pozyciji.

Whniosek koncowy

Oceniajgc wysoko poziom naukowy i oryginalno$¢ uzyskanych wynikow stwierdzam, ze
praca doktorska mgrinz. Magdaleny Kot pt.: ,,Ocena in vitro przeciwdrobnoustrojowych
wtasciwosci nanomateriatéow w profilaktyce mastitis oraz kulawizn na tle zakazen
bakteryjno — grzybiczych” spetnia wymagania okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r., poz. 1571 z p6zZn. zm.) oraz
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Uchwaty Nr 89-2022/2023 Senatu SGGW z dnia 26 czerwca 2023 roku w sprawie
uchwalenia Regulaminéw przeprowadzania postepowan w sprawie nadania stopnia
doktora w Szkole Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Przedktadam zatem
Radzie Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Magdaleny Kot do dalszych etapéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Biorgc pod uwage aplikacyjny
charakter badan i zastosowane metody badawcze, wymagajgce posiadania wiedzy z
zakresu mikrobiologii, nanotechnologii oraz obstugi precyzyjnego sprzetu
laboratoryjnego, ktérej wyrazem sg zatgczone do pracy doktorskiej publikacje naukowe,
wnioskuje o wyrdznienie rozprawy przez Rade Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Szkoty
Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie stosowng nagroda.
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