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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Kot,
pod tytulem: ,,Ocena in vitro przeciwdrobnoustrojowych wlaciwos$ci nanomaterialéw
w profilaktyce mastitis oraz kulawizn na tle zakazZen bakteryjno - grzybiczych”
wykonanej w Katedrze Hodowli i Zywienia Zwierzat, Instytutu Nauk o Zwierzetach, Szkoly Glownej
Gospodarstwa Wigjskiego w Warszawie pod kierunkiem Promotora prof. dr hab. Marcina
Golebiewskiego oraz Promotora pomocniczego dr inz. Aleksandry Kalinskie;.

1. Uzasadnienie celowosci podjetych badan zawartych w rozprawie doktorskiej.

Wspblczesna produkcja bydia mlecznego stoi przed koniecznodcig pogodzenia wysokiej wydajnosci
produkcyjnej z utrzymaniem dobrego stanu zdrowia i dobrostanu zwierzgt. Jednoczesnie narastajgca
opornos¢ drobnoustrojo0w na Srodki przeciwdrobnousirojowe oraz ograniczona skutecznosc
konwencjonalnych metod leczenia zakazen bakteryjnych i grzybiczych powoduja, Zze poszukiwanie
nowych strategii profilaktycznych i terapeutycznych stalo sie jednym z priorytetowych kierunkéw badan
w medycynie weterynaryjnej. W tym kontekscie szczegOlnego znaczenia nabierajg badania nad
nanomateriatami, ktérych wielokierunkowe mechanizmy dziatania przeciwdrobnoustrojowego moga
stanowi¢ interesujgca alternatywe lub uzupehienie dotychczas stosowanych metod ograniczania zakazen.

Doktorantka podjela si¢ realizacji badan dotyczacych oceny in vitro przeciwdrobnoustrojowych
wlasciwosci nanomaterialéw w odniesieniu do patogenéw odpowiedzialnych za mastitis oraz zakazenia
bakteryjno-grzybicze zwigzane z chorobami racic bydla mlecznego. Problematyka ta wpisuje sie w
aktualne kierunki badaf z zakresu mikrobiologii weterynaryjnej, nanotechnologii oraz poszukiwania
alternatywnych metod ograniczania stosowania antybiotykéw w produkcii zwierzecej. Mastitis oraz
choroby racic stanowig najwazniejsze problemy zdrowotne bydla mlecznego, generujgc znaczne straty
ckonomiczne, pogorszenie  dobrostanu  zwierzat oraz = zwigkszone  zuzycie  Srodkow
przeciwdrobnoustrojowych. Wystepuje zatem narastajace zjawisko lekoopornoscei drobnoustrojéw stajae
si¢ obecnie jednym z najistotniejszych wyzwan wspolczesne] medycyny i medycyny weterynaryjnej. W
tym kontekscie poszukiwanie nowych substancji o aktywnosdci przeciwdrobnoustrojowej, w tym
nanomateriatéw, nalezy uznaé za w pelni uzasadnione.

Doktorantka zaktualizowala obecny stan wiedzy dotyczacy etiologii mastitis oraz zakazeh
prowadzacych do zmian chorobowych racic, ograniczen konwencjonalnych metod leczenia, a takze
mozliwosci wykorzystania nanotechnologii jako potencjalnej alternatywy dla klasycznej chemioterapii
przeciwdrobnoustrojowej. Tak skonstruowane wprowadzenie pozwala czytelnikowi zrozumieé przestanki,
ktére doprowadzity do sformulowania celu badan. Chciatbym tu wyraznie podkreslié, ze podjeta tematyka
badan ma nie tylko znaczenie poznawcze, lecz rowniez wyrazny wymiar aplikacyjny. Uzyskanie nowych
informacji dotyczacych aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wybranych nanomaterialéw moze w
przysziodel przyczynié si¢ do opracowania skuteczniejszych metod profilaktyki lub wspomagania terapii
zakazen wystgpujacych u bydla mlecznego, a takze wpisuje si¢ w $wiatowe dziatania zmierzajgce do
ograniczenia stosowania antybiotykéw w produkeji zwierzecej. W mojej ocenie Doktorantka w sposob
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Uwazam zatem, Ze przedstawione w dysertacji szczegdtowe cele dotyczace 4 przeprowadzonych
doswiadczen sa jak najbardziej aktualne i zostaly sformulowane w sposéb logiczny i obejmuja
najwaznicjsze aspekty niezbedne do oceny potencjalu aplikacyjnego nanomaterialéw, tj. okreglenie ich
aktywnosci wobec réznych grup drobnoustrojow, poréwnanie dzialania pojedynczych nanoczastek i
ukladéw bimetalicznych, analiz¢ bezpieczefistwa biologicznego oraz wskazanie najbardziej obiecujacych
struktur do dalszych bada. Na szczegélne podkreslenie zastuguje szeroki zakres przeprowadzonych badan
obejmujacy zaréwno bakterie, jak i grzyby izolowane od zwierzat z naturalnie wystepujacymi zakazeniami.
Uwzglednienie rzadziej izolowanych, lecz klinicznie istotnych gatunkow grzybéw zwigzanych z mastitis
stanowi cenne uzupetnienie dostepnej wiedzy i zwigksza warto$¢ poznawczg rozprawy.

2. Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Kot zawarta jest na 180 stronach. Pierwsze
nienumerowane strony stanowig tytul rozprawy i o§wiadczenia promotora i doktoranta. Numeracja zawiera
si¢ od 5 do 72 stron, w skiad ktérych wchodza: 1 strona to spis tresci, 12 stron streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, 1 strona wykazu stosowanych skr6téw, 1 strona informujgca o publikacjach wchodzgcych w
sktad rozprawy doktorskiej, 10 stron wstepu, 3 strony dotyczace hipotez badawczych, celu i zakresu pracy,
oraz 10 stron opisujacych material i metody. Syntetyczny opis wynikéw opublikowanych w 4 artykutach
naukowych prac zajmuje 22 strony tekstu. Bibliografia zawiera 7 stron i dodatkowo jedna strona
wprowadzajaca do zbioru publikacji naukowych wchodzgcych w skiad dysertacji doktorskiej oraz
odwiadczenia wspodlautorow publikacji. Doktorantka na kolejnych 108 nienumerowanych stronach
zamiescila kopie 4 oryginalnych, opublikowanych w czasopismach wysoko punktowanych, prac
naukowych stanowiacych podstawg naukowsa rozprawy doktorskiej oraz o$wiadczenia wszystkich
wspdlautoréw zamieszczonych prac.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Kot w pelni spetnia wymogi przewidziane
dla tego typu prac, charakteryzujac si¢ typowym ukladem przewidzianym dla dysertacji doktorskich, w
ktérej kolejnos¢ poszczegblnych rozdzialdéw jak i podrozdziatéw jest poprawna. Pod wzgledem
merytorycznym cata praca zostala przemyslana i napisana w sposéb czytelny i przejrzysty. Doktorantka
wykorzystata 100 pozycji najnowszej literatury, ktéra w pelni dotyczy tematu rozprawy doktorskiej, nie
liczac publikacji wchodzacych w skiad dysertacji doktorskiej. W swoich o$wiadczeniach wspdlautorzy
wyrazili zgod¢ na wykorzystanie publikacji przez Doktorantke w rozprawie doktorskiej i zaznaczyli Jej
wiodgey udziat w opracowaniu koncepcji i metodologii wykonywanych doswiadczen, planowaniu i
realizacji badan, pozyskaniu i przygotowaniu materiatu badawczego, analiz laboratoryjnych, interpretacii i
walidacji danych, opracowaniu wynikéw oraz redagowaniu manuskryptu jak réwniez krytycznej
weryfikacji merytorycznej i redakcji jezykowej, podkreslajac jednoczesnie aktywny udzial Doktorantki w
procesie recenzyjnym. Udzial ten jest wysoki mieszczac sie w przedziale od 57 do 84%. Doktorantka w 3
pracach jest pierwszym autorem, w jednej drugim autorem, a w 2 pracach petni role ,,corresponding author”
co $wiadczy o stopniowym wdrazaniu Doktorantki przez promotora do podejmowania dziatan w kierunku
samodzielnej pracy naukowe;.

Rozprawa doktorska, pt. ,,Ocena in vitro przeciwdrobnoustrojowych wlasciwosci nanomaterialow w
profilaktyce mastitis oraz kulawizn na tle zakazen bakteryjno — grzybiczych™ opiera si¢ na 4
opublikowanych i tematycznie spojnych nastepujacych artykutach naukowych:

1. Kot M., Kalinska A., Jaworski S., Wierzbicki M., Smulski S., Golebiewski M. 2023. In vitro studies
of nanoparticles as a potentially new antimicrobial agent for the prevention and treatment of lameness
and digital dermatitis in cattle. International Journal of Molecular Sciences. 24, 6146.
https://doi.org/10.3390/ijms24076146

2. Wierzbicki M., Kot M., Lange A., Kalifiska A., Golebiewski M., Jaworski S., 2024. Evaluation of the
antimicrobial, cytotoxic and physical properties of selected nano-complexes in bovine udder
inflammatory pathogen control. Nanotechnology, Science and Applications. 17: 77-94.
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3. Kot M., Lange A., Jablonska W., kalifiska A., Nasitlowska B., Skrzeczanowski W., Golebiewski M.
2025. Nanoparticles as new antifungals in the prevention of bovine mycotic mastitis caused by
Candida spp. and Diutina spp. — in vitro studies. Molecules. 30, 2086.

4. Kot M., Jabloniska W.M,, Lange A., Kalifiska A., Golcbiewski M. 2026. Nanomaterials in the
management of fungal udder inflammation in cattle as an effective preventive strategy based on in
vitro studies. Biology 15, 412.

Nalezy podkresli¢, ze publikacje stanowiace rozprawe doktorskg zostaty opublikowane w latach 2023-
2026, co oznacza ,mréwcezg” prace badawcezg z najnowszymi wynikami badan. Wymienione wyzej
oryginalne prace naukowe Doktorantka opublikowala w czasopismach z tzw. listy JCR, ktérej czasopisma
posiadaja wysoki wspéiczynnik wplywu w postaci Impact Factor i sg wysoko punktowane przez MNiSW.
Do czasopism tych naleza: International Journal of Molecular Sciences (MNiSW=140 pkt; IF=4,9),
Nanotechnology, Science and Applications (MNiSW=200 pkt; IF=2.4), Molecules (MNiSW=140 pkt;
IF=4.6), Biology (MNiSW=100 pkt; IF=3,5). A zatem 1gczna punktacja, liczona wedtug listy MNiSW za
rok wydania prac, wynosi 580 pkt, natomiast IF jest imponujgco wysoki i jest wynosi 15,4. Doboér publikacji
stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej nie budzacy zadnych zastrzezen, merytorycznie zwigzany z
tematem dysertacji, celem i uzyskanymi wnioskami uzna¢ nalezy za niezwykle trafny.

3. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Wiodgcym tematem 4 publikacji, stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej, jest ocena in vitro
przeciwdrobnoustrojowych wlasciwosci nanomaterialow w profilaktyce mastitis oraz kulawizn na tle
zakazen bakteryjno - grzybiczych. W tym celu Doktorantka doskonale zaplanowata, metodycznie dokladnie
opisala i wykonala 4 tematycznie potaczone doswiadczenia naukowe.

W doswiadczeniu pierwszym wykorzystano hydrokoloidy AgNPs, AuNPs, CuNPs, FeNPs i P{NPs,
zakupione w firmie Nano-Tech Polska (Warszawa). Material biologiczny obejmowat probki tkanek, rope,
rop¢ z domieszka krwi oraz réznego rodzaju wymazy pobranc od bydia rasy polskiej holsztyfisko-
fryzyjskiej, u ktérych zdiagnozowano kulawizny. Z pobranego materiatu biologicznego izolowano
mikroorganizmy, ktore nastepnie poddawano ocenie przezywalnosci patogenow w warunkach tlenowych i
bezilenowych po zastosowaniu roznych stgzen badanych NPs.

W drugim do$wiadczeniu wykorzystano NPs hydrokoloidalne Ag, Au, Cu i Pt, zakupione réwniez w
firmie Nano-tech (Polska), natomiast FeNPs w formie proszku pozyskano w firmie 3D — nano (Krakow,
Polska). Material badawczy stanowily prébki mleka ¢wiartkowego pochodzacego od kréw z zapaleniem
wymienia (LXS > 200 000/ml), ktére Doktorantka pobrata z gospodarstw w okresie od lipca 2021 1. do
marca 2022 r. Z pobranego mleka izolowano mikroorganizmy do dalszych badan. Komorki nablonka
gruczolu mlckowego bydla BME - UV1 zostaly zakupione w banku komoérek Instytutu
Zooprofilaktycznego Lombardii i Emilii - Romanii (Wlochy), natomiast ludzkie komorki HMEC
pozyskano od firmy Thermo Fisher Scientific. Wspomniane linie komérkowe nastepnie poddawane byly
testom cytotoksycznosdci z wykorzystaniem NPs.

W trzecim 1 czwartym dos$wiadczeniu uzyto hydrokoloidalne AgNPs, AuNPs, CulNPs i PtNPs
zakupione od firmy Nano - Tech Polska, natomiast FeCNPs pokryte weglem w formie proszku pozyskano
od firmy 3D - nano (Polska). Material badawczy w tym do$wiadczeniu rowniez stanowily probki mleka
¢wiartkowego pochodzacego od krdéw z zapaleniem wymienia (LKS>200 000/ml), pobrane z gospodarstw,
ktore znajdowaly si¢ w wojewodztwach mazowieckim i podlaskim (P3) oraz od kréw utrzymywanych w
Rolniczej Stacji Do$wiadczalnej Wilanéw - Obory w Polsce (wojew6dztwo mazowieckie), stanowigcej
integralng czgs$¢ Szkoly Gloéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (P4). Nastepnie z pobranego
mleka izolowano mikroorganizmy do dalszych badar.

Sledzgc metodyke dotyczaca wykonanych analiz laboratoryjuych nalezy podkreslié ich
poprawnos¢, mnogos¢, réznorodnosé 1 precyzyjnosé poczawszy od okredlenia morfologii nanoczasteczek



oraz wlasciwosci fizykochemicznych nanoczasteczek, a takze izolacji mikroorganizméw z materiatu
biologicznego i ich identyfikacji. Dosé waznym elementem badafi byla identyfikacja wyhodowanych
mikroorganizméw przy uzyciu precyzyjnego aparatu MALDI — TOF MS (Bruker-Polska) oraz urzadzenia
VITEK 2 (bioMerieux — Polska), gdyz wykorzystanie tych aparatéw pozwolito na identyfikacje patogen6w,
ktére wezesniej nie byto 1gczone z choroby. Aparatura ta jest obecnie szeroko stosowana w laboratoriach
mikrobiologii klinicznej ze wzglgdu na swéj duzy potencjal diagnostyczny, wynikajacy z rozwoju
spektrometrii mas z jonizacja/desorpcja laserowa wspomagang matryca z analiza czasu przelotu.
Wykorzystanie tej aparatury pozwala na uzyskanie bardziej doktadnych wynikéw anizeli w przypadku
standardowej identyfikacji mikrobiologicznej.

Kazde z omawianych dos$wiadczefn wymagalo oddzielnych analiz statystycznych, ktore
przeprowadzono przy uzyciu aktualnego oprogramowania statystycznego STATGRAPHICS centurion
XVII, wersja 17.2.05 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, VA. USA) przy uzyciu analizy wariancji
ANOVA i dobrze dobranych testéw weryfikujagcych. W doswiadczeniu 2, 3 i 4 wyniki badan
cytotoksycznosci NPs na linie komérkowe BME - UV1 i HMEC zostaly poddane analizie statystycznej
przy uzyciu wielowymiarowej analizy wariancji (ANOVA) z wykorzystaniem oprogramowania GraphPad
Prism 8 (wersja 9.2.0, San Diego, CA, USA). Réznice miedzy grupami analizowano za pomocs testu
Dunnetta (doswiadczenie 2) i testu Tukey’a (doswiadczenia: 3 i 4). Wyniki przedstawiono jako wartosci
$rednie wraz z odchyleniami standardowymi. Réznice o wartosci p < 0,05 uznano za statystycznie istotne.

W pierwszej pracy pt.: ,,In vitro studies of nanoparticles as a potentially new antimicrobial agent for
the prevention and treatment of lameness and digital dermatitis in cattle” (thumaczenie: ,,Badania in vitro
nanoczgsteczek jako potencjalnie nowego srodka przeciwdrobnoustrojowego w zapobieganiu i leczeniu
kulawizny i =zapalenia skéry palcéw u bydia”) Doktorantka dokonala oceny aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej Ag, Au, Cu, Pt, Fe/FeC NPs oraz wybranych nanokomplekséw wobec patogenéw
izolowanych od bydta ze zdiagnozowanym mastitis i kulawiznami. Nalezy wyraZnie zaznaczyé, ze jest to
dos¢ wartosciowy etap badan, ktory dotyczy kompleksowego podejscia dotyczacego zaréwno
charakterystyki fizykochemicznej wykorzystanych nanoczastek, jak réwniez oceny ich aktywnosci
biologicznej wobec mikroorganizméw izolowanych bezposrednio z materiatu biologicznego pochodzacego
od chorych zwierzat. Zastosowanie technik TEM oraz analizy potencjatu zeta i $rednicy hydrodynamicznej
metodg DLS pozwolilo na wlasciwg charakterystyke badanych nanomaterialéw, co jest istotne z uwagi na
fakt, ze wiasciwosci fizykochemiczne nanoczastek w znacznym stopniu determinujg ich aktywnosé
biologiczng. Uzyskane wyniki potwierdzily zréznicowanie analizowanych nanomaterialéw pod wzgledem
wielkosci, tendencji do agregaciji oraz wlasciwosci powierzchniowych.

Wyniki jakie Doktorantka uzyskata w tych badaniach wnosza istotny wklad w poszukiwanie
alternatywnych metod zwalczania chordb racic u bydta, w szczegdlnosei kulawizn. W pracy oceniono
wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe NPs wobec mikroorganizméw wyizolowanych z materiatu
biologicznego pochodzacego od kréw z objawami kulawizn, takich jak Sphingomonas paucimobilis,
Ochrobactrum intermedium, Ochrobactrum gallinifaecis oraz Actinomyces odontolyticus. Istotnym i
waznym elementem tych badan jest to, ze drobnoustroje te nie byly wczesniej jednoznacznie wigzane z
kulawiznami, co rozszerza aktualny stan wiedzy na temat etiologii tej choroby. Uzyskane wyniki wykazaly,
ze wlasciwosci biobGjcze NPs sg zalezne od ich rodzaju oraz stgzenia. Najwyzsza aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowg wykazaly AgNPs oraz CuNPs, kiére znaczgco redukowaly przezywalnosd
badanych patogenéw nawet przy stosunkowo niskich stezeniach. PINPs oraz FeNPs wykazywaty bardzo
ograniczong aktywnosé, a w niektérych przypadkach obserwowano nawet wzrost przezywalnosci bakterii,
co wyklucza ich zastosowanie terapeutyczne w analizowanym zakresie. Szczegolnie istotnym wynikiem
bylo potwierdzenie efektu synergii pomigdzy NPs. Nanokompleksy, zwlaszcza AgCuNPs, wykazywaly
wyraznie silniejsze dziatanie przeciwdrobnoustrojowe niz pojedyncze NPs, prowadzac do niemal
catkowitej redukcji przezywalnodci patogenéw nawet przy nizszych stezeniach.

Z badah opublikowanych w pierwszej omawianej w dysertacji pracy wynika potrzeba ich
kontynuowania, a poniewaz interpretacja wynikow oparta zostala gléwnie na modelu in vitro istnieje
koniecznos¢ bezposredniego przeniesienia uzyskanych efektéw na warunki kliniczne, co wymaga dalszych
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badan, szczegdlnie obejmujacych ocene bezpieczenstwa stosowania oraz skutecznosci w warunkach in
vivo. Za takim dzialaniem przemawia rowniez fakt, Zze wykazane zréznicowanie wrazliwosci
poszczegolnych drobnoustrojéw potwierdza ztozony, wieloczynnikowy charakter kalawizn,

W drugiej publikacji pt.: ,,Evaluation of the antimicrobial, cytotoxic and physical properties of
selected nano-complexes in bovine udder inflammatory pathogen conirol” (ttumaczenie: ,,Ocena
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, cytotoksycznych i fizycznych wybranych nanokomplekséw w
zwalczaniu patogendw zapalnych wymienia bydta”™) Doktorantka wykonata kompleksows ocene
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, cytotoksycznych i fizykochemicznych wybranych NPs oraz
nanokomplekséw wobec patogenéw izolowanych z mleka pochodzacego od kréw ze zdiagnozowanym
mastitis. Zakres badan obejmowal: analizg przezywalnosci drobnoustrojéw izolowanych z mleka po
dziataniu Ag, Au, Cu, Fe, Pt NPs i wybranych komplekséw powstalych poprzez polaczenie dwich
rodzajéw NPs w stosunku 1:1, hodowle komérek BME - UV1 i HMEC oraz oceng zywotnosci komorek
BME - UV1 i HMEC po traktowaniu nanoczastkami. Zywotno$¢ komérek przeprowadzano metoda analizy
aktywnosci metabolicznej z wykorzystaniem testu PrestoBlue HS (Thermo Fisher Scientific). Badanie
wykonano w trzech niezaleznych eksperymentach, kazdy w trzech powtdrzeniach.

Analizujgc uzyskane przez Doktorantke wyniki badan nalezy zwrécié uwage, ze z materiatu
biologicznego wyizolowala 10 mikroorganizméw: Streptococcus uberis, Staphylococcus sciuri,
Escherichia coli, Serratia marcescens, Citrobacter koseri, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida glabrata oraz Prototheca sp. Przeprowadzona charakterystyka
fizykochemiczna wykazala, ze badane nanoczastki charakteryzowaly si¢ gtéwnie sferyczng morfologis,
roznity sig wielkodcig, potencjalem zeta oraz sktonnodcia do aglomeracji. Najwigkszg stabilnos¢ dyspersji
wykazywaty AgNPs i FeNPs, natomiast kompleksy AgCuNPs i AuCuNPs cechowaty si¢ potencjatem zeta
blizszym wartosci 0, co wskazuje na mniejszg stabilno$¢ koloidalng. Jednoczesnie AgNPs odznaczaty si¢
najmniejsza Srednicg hydrodynamiczna, podczas gdy CuNPs wykazywaly najwicksza tendencje do
tworzenia aglomeratow. Na uwage zastuguje réwnieZz przeprowadzona ocena cytotoksycznosci wobec linii
komoérkowych BME-UV1 i HMEC. Wyniki wykazaly, ze wigkszo$¢ analizowanych nanoczastek
charakteryzowala si¢ niska cytotoksycznoscia w badanym zakresie stezen, natomiast wickszg toksycznosé
wykazywaly CuNPs oraz kompleksy zawierajgce miedz. Uzyskane rezultaty zwickszaja warto§é
aplikacyjng badan, poniewaz pozwalajg jednoczesnie oceni¢ skuteczno$é przeciwdrobnoustrojows oraz
bezpieczefistwo potencjalnego zastosowania badanych nanomateriatéw. Uzyskane wyniki jednoznacznie
wykazaly zréznicowang aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa badanych nanoczastek. Najwyzsza
skutecznoscig przeciwbakteryjng i przeciwgrzybicza charakteryzowaly si¢ AgNPs, nieco stabszg CuNPs,
natomiast AUNPs wykazywaly umiarkowang aktywnos¢. Z kolei FeNPs i PINPs nie wykazywaly istotnego
dzialania biobdjczego, dlatego zasadnie wylaczono je z dalszych etapéw badan. Jednoczes$nie wykazano
wyrazne réznice we wrazliwosci poszezeg6lnych gatunkéw drobnoustrojéw na dziatanie nanoczgstek, co
potwierdza konieczno$¢ indywidualnej oceny ich potencjatu przeciwdrobnoustrojowego. Za szczegdlnie
cenny rezultat nalezy uznaé wykazanie przewagi nanokompleksow AgCuNPs, AgAuNPs oraz AuCulNPs
nad pojedynczymi nanoczastkami. Doktorantka wykazala, ze kompleks AgCuNPs osiagal najwyzsza
skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, potwierdzajac hipoteze o synergistycznym oddzialywaniu
nanoczgstek metali. Szczeg6lnie wysoka aktywno$¢ komplekséw zawierajacych srebro i miedz stanowi
wazng obserwacj¢ z punktu widzenia dalszego projektowania nanomaterialéw o zwigkszonej skutecznosci
biologicznej.

W kolejnej 3 oryginalnej pracy tworczej pt.: ,Nanoparticles as new antifungals in the prevention of
bovine mycotic mastitis caused by Candida spp. and Diutina spp. — in vitro studies” (thumaczenie:
»Nanoczgsteczki jako nowe leki przeciwgrzybicze w profilaktyce grzybiczego zapalenia gruczohi
mlekowego u bydla wywolanego przez Candida spp. i Diutina spp. — badania in vitro”) Doktorantka
koncentrowata si¢ na grzybiczym mastitis wywolywanym przez Candida spp. i Diutina spp. Zakres pracy
obejmowal izolacj¢ i identyfikacje grzybéw z mleka kréw z subklinicznym mastitis, ocene wiasciwoscei
fizykochemicznych NPs, analiz¢ przezywalnosci szczepéw po ekspozycji na nanomatcrialy oraz
wrazliwo§ci na standardowe leki przeciwgrzybicze. Doktorantka wyizolowata i zidentyfikowata
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nastgpujace grzyby: Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Diutina rugosa var.
rugosa, Diutina catenulata, Diutina rugosa. Przed ocena aktywnosci przeciwgrzybiczej przeprowadzita
szczegblowy charakterystyke fizykochemiczng nanoczastek. Wszystkie badane nanoczastki mialy
zasadniczo sferyczna morfologie, z wyjatkiem CuNPs, dla ktérych obserwowano nieregularnosci mogace
Swiadczy€ o zanieczyszczeniach lub specyfice procesu syntezy. Analiza potencjalu zeta i Srednicy
hydrodynamicznej wykazala zréznicowang stabilnosé koloidalng poszczegdlnych ukladéw — najwyzsza
stabilno$cig charakteryzowaly si¢ AgNPs oraz kompleks AgPtNPs, natomiast CuNPs i FeCNPs
wykazywaty najwigkszg sklonno$é¢ do aglomeracii.

Analiza aktywno$ci przeciwgrzybiczej wykazala wyrazne roimice pomiedzy badanymi
nanoczgstkami. Najwyzszg skutecznosciag wobec izolatoéw Candida spp. i Diutina spp. charakteryzowaly
si¢ AgNPs, ktére utrzymywaty wysoka aktywnos$¢ w calym zakresie badanych stezef. CulNPs wykazywaty
nieco slabsze, lecz nadal wysokie dziatanie przeciwgtzybicze, natomiast AuNPs byly skuteczne gtownie w
wyzszych stg¢zeniach, a przy nizszych obserwowano nawet zjawisko hormezy. Najnizsza aktywnosé
wykazywaly FeCNPs i PtNPs, dlatego zostaly wykluczone z dalszych badai nad nanokompleksami.
Wyniki potwierdzily, ze skuteczno$¢ przeciwgrzybicza nanoczgstek zalezy zaréwno od rodzaju
zastosowanego metalu, jak i jego st¢Zenia.

Nalezy podkreslic, ze wyniki uzyskane przez Doktorantke w tej czesci badanh majg istotne znaczenie
aplikacyjne, gdyz wskazuja kompleks AgCuNPs jako najbardziej obiecujacy uklad do dalszych badan nad
alternatywnymi metodami zwalczania grzybiczego mastitis bydita. Ocena wrazliwosci wyizolowanych
grzybow na standardowe leki przeciwgrzybicze wykazala zréznicowang podatnos$é poszezegdlnych
gatunkoéw. Najwyzszg skuteczno$¢ wykazywaly preparaty zawierajace kaspofunging (KCA) oraz
flucytozyng (FY), natomiast najmniejsza aktywno$¢ odnotowano dla flukonazolu, wobec ktérego czesé
izolatow byla niewrazliwa. Wyniki te potwierdzajg narastajacy problem zrdznicowanej lekowrazliwosei
patogenow wywolujgcych grzybicze mastitis oraz uzasadniaja poszukiwanie alternatywnych metod terapii,
w tym z wykorzystaniem nanoczastek i ich kompleksow,

Publikacja 4 pt.: ,,Nanomaterials in the management of fungal udder inflasnmation in cattle as an
effective preventive strategy based on in vitro studies” (thumaczenie: ,Nanomaterialy w leczeniu
grzybiczego zapalenia wymienia u bydla jako skuteczna strategia profilaktyczna w oparciu o badania in
vitro) stanowi rozwiniecie badafi nad grzybiczym mastitis i dotyczy rzadziej izolowanych, ale klinicznie
istotnych gatunkéw grzybéw zwigzanych z zapaleniem wymienia bydla. Zakres podjetych badan
obejmowat izolacj¢ i identyfikacje siedmiu gatunkéw grzybow z mieka kréw z subklinicznym mastitis,
ocene wpltywu Ag, Au, Cu, FeC, Pt NPs oraz komplekséw AgCu, AgAu i AuCu na ich przezywalnosé, a
takZe oceng wrazliwosci na osiem standardowych preparatéw przeciwgrzybiczych. Wyniki identyfikacji
patogendw wykazaly, ze wyizolowane szczepy to: Pichia kudriavzevii, Wickerhamomyces pararugosa,
Saccharomyces cerevisiae, Candida mucoides, Wickerhamomyces anomalus, Candida hoffmannii,
Kluyveromyces marxianus. Przeprowadzona charakterystyka fizykochemiczna nanoczgstek potwierdzila
ich prawidlowa, glownie sferyczng morfologi¢, oraz zréznicowane wiasciwosci powierzchniowe i
tendencjg¢ do tworzenia aglomeratéw zalezng od rodzaju nanomaterialu. Jedynie w przypadku CuNPs
obserwowano obecnos$¢ zanieczyszczen, jednak ogélna charakterystyka badanych ukladéw nie wykazata
istotnych nieprawidtowosci mogacych ogranicza¢ ich zastosowanie w dalszych analizach biologicznych.

Ocena aktywnosci przeciwgrzybiczej pojedynczych nanoczastek wykazala zroznicowana
skutecznoéé zalezng zaré6wno od rodzaju nanomaterialu, jak i gatunku badanego grzyba. Najwyzsza
aktywnos¢ wykazywaly AgNPs i CuNPs, ktére znaczagco ograniczaly przezywalnos$é wigkszosci
analizowanych izolatéw, cho¢ obserwowano réznice wrazliwosci pomiedzy poszczegélnymi gatunkami.
AuNPs charakteryzowaly si¢ umiarkowana aktywnoscia, skuteczng gtdwnie wobec wybranych szczepéw
przy wyzszych stgzeniach, natomiast FeCNPs i PiNPs wykazywaly ograniczone dziatanie
przeciwgrzybicze. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze skuteczno$é nanoczastek wobec grzybow
izolowanych z mieka krow z mastitis jest zalezna od specyfiki badanego patogenu oraz wlasciwosci
zastosowanego nanomaterialu. W badaniach oceniono aktywno$¢ przeciwgrzybicza pojedynczych
nanoczastek (Ag, Au, Cu, FeC i Pt) wobec grzybéw wyizolowanych z mleka pochodzgcego od krow z
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mastitis. Najwyzsza skutecznos¢ wykazywaly AgNPs oraz CulNPs, ktore znaczaco ograniczaty
przezywalnos¢ wickszo$ci analizowanych szczepow, szezegblnie Pichia kudriavzevii, Candida mucoides
oraz Wickerhamomyces anomalus. AuUNPs charakteryzowaly si¢ umiarkowang aktywnoscig, natomiast
FeCNPs wykazywaty ograniczone dzialanie przeciwgrzybicze. Najstabszy efekt obserwowano dla PtNPs,
ktére nie powodowaty istotnego zahamowania wzrostu wigkszosci badanych mikroorganizméw.

W przeprowadzonych testach dyfuzyjno-krgzkowych wykazano zréznicowana wrazliwosé
analizowanych grzybéw na zastosowane substancje przeciwgrzybicze. Najwicksza aktywnos$¢ wykazywaty
ketokonazol (KCA10) oraz klotrimazol (CTM10), szczegélnie wobec Wickerhamomyces pararugosa, dla
ktorego uzyskano najwigksze strefy zahamowania wzrostu. Wysoka skutecznos¢ KCA10 obserwowano
réwniez wobec Wickerhamomyces anomalus oraz Candida mucoides. Najmniejsza aktywnos¢ wykazywaly
flukonazo! (FCN10) oraz amfoterycyna B (AMB20), a jednym z najbardziej opornych szczepéw byla
Pichia kudriavzevii. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze skutecznos¢ preparatéw przeciwgrzybiczych jest
zalezna od gatunku patogenu, co ma istotne znaczenie przy doborze odpowiedniej strategii terapeutycznej
w przypadku grzybiczych zakazen wymienia.

Reasumujac, uwazam Ze rozprawa doktorska jako calo$¢ odznacza sig oryginalnogcia, bowiem jest
efektem przeprowadzonych wielu réznorodnych badan naukowych, ktére mgr inz. Magdalena Kot
przeprowadzila pod kierunkiem Promotora Pana prof. Marcina Golgbiewskiego oraz promotora
pomocniczego dr inz. Aleksandry Kaliniskiej. Wnioski koncowe rozprawy doktorskiej przedstawione przez
Doktorantke sa konkreine i adekwatne do przeprowadzonych badan naukowych scisle zwigzanych z
tematem rozprawy, jak tez przedstawionymi hipotezami badawczymi oraz celami, stanowigc istotny wkiad
w poszukiwanie alternatywnych metod zwalczania choréb racic u bydla, w szczeg6inosci kulawizn. W
pracy wyizolowano z materialu biologicznego pochodzacego od kréw z objawami kulawizn, drobnoustroje,
ktére wezedniej nie byly jednoznacznie wigzane z kulawiznami, co poszerza aktualny stan wiedzy na temat
chorob koriczyn u bydla. Uzyskane wyniki wykazaly, ze wlasciwosci biobdjcze NPs sg zaleine od ich
rodzaju oraz stgzenia. Szczegdlnie istotnym wynikiem byto potwierdzenie efektu synergii pomiedzy NPs.
Nanokompleksy, zwlaszcza AgCuNPs, wykazywalty wyraznie silniejsze dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
niz pojedyncze NPs, prowadzac do niemal catkowitej redukcji przezywalnosci patogenéw nawet przy
nizszych stgzeniach. Jednoczesnie wykazano zréznicowang wrazliwo$é poszczegolnych drobnoustrojow,
co potwierdza zlozony, wieloczynnikowy charakter kulawizn, Waznym elementem badaf jest to, ze
koncentrowaly si¢ one na ocenie potencjatu NPs jako alternatywy dla antybiotykéw w kontroli mastitis u
bydla mlecznego. Szczegdlnie istotne bylo potwierdzenie, ze nanokompleksy, w tym przede wszystkim
AgCulNPs, wykazuja znacznie wyzszg skuteczno$é niz pojedyncze NPs, co potwierdza efekt synergii oraz
wykazanie, Ze przy niskich stezeniach NPs nie wykazujg istotnej toksycznosci, co ma kluczowe znaczenie
dla ich potencjalnego zastosowania w praktyce. Uzyskane wyniki wskazujg, ze NPs, szczegdlnie w formie
komplekséw, mogg stanowi¢ skuteczng alternatywe dla antybiotykéw w leczeniu mastitis. Jednakze ich
zastosowanie w praktyce wymaga dalszych badan, zwlaszcza w warunkach in vivo. Uzyskane wyniki
dotyczace oceny wlasciwoscei przeciwgrzybiczych NPs wobec patogenow izolowanych z mieka krow z
subklinicznym mastitis $wiadcza, ze AgNPs, CuNPs oraz AuNPs wykazujg istotng aktywnosé
przeciwgrzybicza, przy czym ich skuteczno$é jest zalezna od stgzenia oraz gatunku mikroorganizmu a
kluczowe znaczenie ma efekt synergii. Nanokompleksy, szczegdlnie AgCuNPs, wykazywaly znacznie
wyzsza skuteczno§é niz pojedyncze NPs. Jednoczesnie dowiedziono, ze PtNPs i FeNPs wykazujg
ograniczong aktywnos§¢ przeciwgrzybicza, jednak w poréwnaniu z dzialaniem tych komplekséw wobec
bakterii to grzyby sa bardziej wrazliwe na ich dziatanie. Wyniki wskazujg, ze NPs moga stanowi¢ skuteczng
alternatyweg dla klasycznych lekéw przeciwgrzybiczych, zwlaszcza w przypadku szczep6w opornych.

Badania, ktére koncentrowaly sie na rzadziej identyfikowanych patogenach grzybiczych
zwigzanych z mastitis wskazaly, ze nanokompleksy wykazuja najwyzsza aktywno$é przeciwgrzybicza,
przy czym najbardzie] skuteczny jest AgCuNPs, a nastgpnie AgAuNPs oraz AuCuNPs. Wirod
pojedynczych NPs najwyzsza skuteczno$é¢ wykazywaly AgNPs i CulNPs, natomiast AuNPs mialy
umiarkowang aktywnos¢, z kolei FeNPs i PINPs niskg. Wykazano réwniez istotne réznice w wrazliwosci
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poszczegodlnych gatunkéw. Uzyskane wyniki wyraznie wskazaly, ze NPs mogg by¢ skutecznym narzedziem
w kontroli grzybiczego mastitis, jednak ich zastosowanie wymaga dalszych badan w warunkach in vivo.

Uwagi recenzenta

Wywigzujac si¢ z obowigzku recenzenta pragne zwroci¢ uwagg na kilka kwestii, ktére mozna wyjasnié
badz tez uwzgledni¢ w przyszlych badaniach naukowych:

Interpretac_}a wynikéw oparta zostala glownie na modelu in vitro, dlatego mozliwo$¢ bezposredniego

przeniesienia uzyskanych efektow na warunki kliniczne wymaga dalszych badan, szczegdlnie

obejmujacych oceng bezpieczenstwa stosowania oraz skutecznosci w warunkach in vivo.

— W przyszlych badaniach mozna poglegbié analize mechanizméw odpowiedzialnych za obserwowany
efekt biobdjczy oraz synergistyczne dziatanie komplekséw nanoczgstek.

— W kontekscie wskazywania nanoczastek jako alternatywy dla konwencjonalnych srodkow
przeciwdrobnoustrojowych pojawia si¢ pytanie, czy zastosowanie nanomaterialow moze wplywaé na
rozwdj tolerancji mikroorganizmow?

— Wyniki podane przez Dokiorantk¢ wskazuja na zwigkszong skuteczno$é komplekséw; czy moze
wystgpi¢ migdzy nimi jaki$ rodzaj interakcji?

— Przy ocenie czegsci pracy zwiazanej z mastitis pojawigja si¢ pytania: czy nanoczastki przechodza do
mleka, czy zmieniaja jego wiasciwosci, czy mogg by¢ usuwane podczas procesu przetwarzania mleka?
I kolejne pytanie z tego zakresu: w do§wiadczenin 2 Doktorantka wspomina o cytotoksycznoséei i podaje,
ze najwigksza aktywno$¢ wykazaty AgNPs i CuNPs. Czy nie istnieje obawa toksycznego oddzialywania
na komérki nablonka gruczolu mlekowego lub tez potencjalnego wplywu na inne komorki.

— W pracy Doktorantka opisujac przezywalno$é niektérych szczepéw wykazata, ze wynosito ono powyzej
100, piszac, cytujg; ,,przezywalnos¢ wynosita 119%” i w innym miejscu ,,wzrastala do 148,8% wraz ze
spadkiem stg¢Zzenia” — jest to dosy¢ interesujgce zjawisko, czy mogtaby Doktorantka to objasnié?

Przedstawione powyzej zapytania nie wplywajg w zaden sposéb na mojg bardzo wysoka oceng rozprawy

doktorskiej, a wynikajg jedynie z potrzeby wyjasnienia pewnych istotnych kwestii poruszanych przez

Doktorantke w rozprawie doktorskiej.

Whiosek koficowy

W konkluzji koncowej oceny rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Kot pt.: ,,Ocena in vitro
przeciwdrobnoustrojowych wiasciwosci nanomaterialow w profilaktyce mastitis oraz kulawizn na tle
zakazen bakteryjno - grzybiczych” stwierdzam, Ze praca wnosi wiele wartoéciowych i nowych tresci w
aspekcie zdrowia wymienia i koficzyn u bydla mlecznego, majacych istotne znaczenie dla praktyki
hodowlanej. Uwzgledniajac szeroki i aplikacyjny zakres prowadzonych badan przedstawiona rozprawa
stanowi mocng podstawe do ubiegania si¢ Kandydatki o stopiefs naukowy doktora. Podkreélajac wysoka
wartos¢ naukowg opublikowanych prac, wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej, z pelnym
przekonaniem stwierdzam, ze Doktorantka dowiodla wysokiej umiejetnoéci prowadzenia badan na
wysokim poziomie, uzyskiwania cennych wynikéw, poprawnej interpretacji i wnioskowania i
publikowania prac w czasopismach z bardzo wysokim wspolczynnikiem naukometrycznym. Na taki wynik
finalny rozprawy doktorskiej bez watpienia wptyw miaty takze osobiste cechy Doktorantki: jej niezwykta
aktywnos¢, pracowitos¢ i sumiennosé. Laczac wszystkie te pozytywne aspekty w calosé stwierdzam, ze
rozprawa doktorska stanowi mocne i wazne osiagnigcie naukowe, ktére ni powstaloby bez $cislej opieki
naukowej i wsparcia Promotora i Promotora pomocniczego.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny Kot w
100% spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim, okre$lone w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca
2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023, poz. 742) oraz §9 Regulaminu
przeprowadzania postgpowan w sprawie nadania stopnia doktora Szkoty Glownej Gospodarstwa
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Wiejskiego w Warszawie wprowadzonego Uchwalg Nr 89 — 2022/2023 Senatu SGGW z dnia 26 czerwca
2023 roku. W zwiazku z powyzszym przedstawiam wniosek Wysokiej Radzie Dyscypliny Naukowej
Zootechnika i Rybactwo Szkoly Giéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie mgr inz.
Magdaleny Kot do publicznej obrony.

Wraz z tym stwierdzeniem, skladam wniosek do Wysokiej Rady o wyréznienie pracy ze wzgledu
na szeroki panel badanych mikroorganizméw, poréwnanie wielu typow nanoczasteczek, uwzglednienie
komplekséw NPs, odniesienie si¢ w badaniach do problemu lekoopornosci oraz aplikacyjny charakter
badan.

y/S}/jm 24 &/Oc:a, LO24 /QL;Z/



Olsztyn, 24.07.2026.

|| M
Data:2026-07-30

Prof. dr hab. inz. Jan Miciniski

Wydzial Bioinzynierii Zwierzat

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
e-mail: micinsk@uwm.edu.pl, tel. ¢

RPLI/24669/2026

Sz. P.
Dr hab. inz. Maciej Kamaszewski, prof. SGGW

Przewodniczgcy RDZiR
SGGW w Warszawie

Szanowny Pan Przewodniczacy,

Uprzejmie informuje, Zze w odpowiedzi na otrzymane pismo BON.5100.26.2026 z dnia
16.06.2026r dotyczace decyzji RDZiR SGGW w Warszawie w sprawie powolania mojej osoby
na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Kot, pt. ,Ocena in vitro
przeciwdrobnoustrojowych wlasciwosci nanomateriatéw w profilaktyce mastitis oraz kulawizn
na tle zakazen bakteryjno-grzybiczych”, przesylam recenzj¢ w 2 egzemplarzach.

Pragne jednoczesnie dodaé, ze recenzje przestatem takze w wersji ,,skan” w formie pdf

na adres e-mail: bon@sggw.edu.pl.

Serdecznie pozdrawiam i tgcze uklony.

Z wyrazami szacunku.
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