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Podjeta przez Doktoranta tematyka badawcza wpisuje sie w nurt poszukiwan

zaawansowanych technik instrumentalnych umozliwiajgcych precyzyjne oznaczenie
skazenia mikrobiologicznego linii technologicznych oraz wczesng detekcje skazen
mikrobiologicznych produktéW. Mgr inz. Michat Konieczny skupit sie na dwoch
wybranych problemach, to jest wystgpowaniu biofiméw bakteryjnych na
powierzchniach technologicznych linii produkcyjnych oraz diagnozie zapalenia
gruczolu mlekowego (mastitis) u kréw mlecznych. W pierwszym etapie badan
Doktorant analizowat z wykorzystaniem cytometrii z bioobrazowaniem agregaty
bakteryjne pojawiajace sie w wyniku naturalnej dyspersji biofilmu lub na skutek
stosowanej rutynowo w zaktadach przemystu spozywczego dezynfekgiji. Istotne jest
to, ze emisja agregatow bakteryjnych prowadzi do rozprzestrzenienia sie
mikroorganizméw na linii produkcyjnej. Ponadto, agregaty bakteryjne odznaczajg sie
zwiekszong odpornoscia na dziatanie czynnikéw zewnetrznych, w tym $rodkow
dezynfekcyjnych. Tak wiec, ze wzgledu na bezpieczenstwo produkcji niezwykle
istotne jest ich wykrywanie oraz okre$lenie z jakim natezeniem one wystepujg. Z
uznaniem nalezy przyja¢ zaprojektowany przez Doktoranta protokét analityczny,
bazujgcy na cytometrii przeptywowej z bioobrazowaniem umozliwiajgcy precyzyjne
rozréznienie pojedynczych komoérek drobnoustrojow (singletow) od agregatow
bakteryjnych oraz okreslenie stopnia ich ztozonosci i réznorodnosci. Co szczegélnie
wazne, analiza z wykorzystaniem cytometrii z bioobrazowaniem umozliwia
wykrywanie  metabolicznych  stanéw  posrednich  komdrek  bakteryjnych,
charakterystycznych dla komérek uspionych wystepujgcych w biofilmie, komorek
uszkodzonych subletalnie, czy tez drobnoustrojow charakteryzujgcych sie
ograniczonym potencjatem wzrostu tzw. zywych, ale nie-hodowlanych form komoérek
mikroorganizméw (ang. viable but non-culturable — VBNC). Analityka bazujgca na
cytometrii przeptywowej z bioobrazowaniem jest nieporéwnywalnie doktadniejsza niz
klasyczne metody analizy mikrobiologicznej i wprowadza nowg jako$¢ do
diagnostyki.

W drugim etapie badan Doktorant bazujgc na nowatorskich technikach analizy
danych generowanych przez cytometr przeptywowy z bioobrazowaniem skupit sie na
diagnostyce zapalenia gruczotu mlekowego (mastitis) u kréw mlecznych. Mastitis jest
powszechng chorobg wystepujacg u kréw skutkujgcg m.in. spadkiem wydajnosci
mlecznej, obnizeniem jakosci mleka, a w konsekwencji przyczyng strat

ekonomicznych. Zapalenia gruczotu mlekowego skutkuje nadmierng obecnos$cig
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komoérek somatycznych w surowym mileku, a ich detekcja i charakterystyka w mleku

pozwala na wczesng diagnostyke podklinicznego mastitis.

Recenzowana rozprawé doktorska zostata przygotowana jako opracowanie
monograficzne, sktada sie z dziewieciu rozdziatow (Wprowadzenie, Uzasadnienie
podjetej tematyki badawczej, Cel i zadania badawcze, Cze$¢ doswiadczalna, Qgélna
ocena wartosci aplikacyjnej uzyskanych wynikéw, Whnioski, Literatura, Zatgczniki,
Nota aplikacyjna) uzupetnionych streszczeniami w jezyku polskim i angielskim. Uktad
rozprawy jest logiczny i przejrzysty. Prace zaczyna ,Wprowadzenie,” ktoéry dobrze
przedstawia problem do rozwigzania wraz z opisem oczekiwan firmy Luminex B.V.
Doktorant podkre$la uzyteczno$é wynikéw planowanych prac naukowych dla rozwoju
przemystu spozywczego. Niewatpliwie dzieki precyzyjnej informacji o obecnosci
niepozadanych mikroorganizméw, ich przezywalno$ci oraz odpornosci na dziatania
Srodkoéw przeciwdrobnoustrojowych mozliwe bedzie skuteczne usuwanie zagrozen
dla zdrowia konsumenta i zapewnienie bezpieczenstwa zywnosci. W kolejnym
rozdziale pracy, ktory dla przejrzystosci trafnie zostat podzielony na podrozdziaty,
mgr inz. Michat Konieczny doktadnie omoéwit potencjat analityczny cytometrii z
bioobrazowaniem. Podkres$lit, ze urzadzenie to w pofgczeniu z nowatorskimi
technikami analizy danych, opartymi na modutach sztucznej inteligencji, czyni ten ‘
aparat jednym z najdoskonalszych i najbardziej wszechstronnych aparatow
dostepnych na rynku. Nastepnie mgr inz. Michat Konieczny przedstawit obszary
aplikacji zaprojektowanego urzadzenia. Wyczerpujgco omowit problemy zwigzane z
wystepowaniem biofilméw na liniach ~produkcyjnych. Przedstawione podstawy
teoretyczne i opis problemu do rozwigzania jest bardzo dobrym wprowadzeniem do
celu pracy, ktory zostat sformutowany adekwatnie do podjetego tematu rozprawy.
Wyniki badan zostaty przedstawione w sposob jasny i przejrzysty z wykorzystaniem
licznych rycin i tabel oraz wyczerpujgco oméwione. Z pracy wytania sie rzetelny opis
probleméw badawczych, takich chociazby jak pobieranie biofilméw z powierzchni
technologicznych linii produkcyjnych. Badania zostaly szeroko zakrojone. W
pierwszym etapie badan, Doktorant przeprowadzit eksperymenty modelowe, w trzech |
wariantach monogatunkowych oraz dwéch wielogatunkowych. Biofilmy wytworzone
byly sztucznie na powierzchni ptytki ze stali nierdzewnej przez szczepy pochodzace
z kolekcji Katedry Mikrobiologii i Biotechnologii Zywnosci Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu: Eschericha coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas

fluorescens. W przypadku wariantow wielogatunkowych, biofilmy tworzone byly przez
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szczepy trzech gatunkéw bakterii (Eschericha coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens) oraz dwéch gatunkéw bakterii (Eschericha coli, Bacillus subtilis). Jak
podaje Doktorant eksperyment modelowy miat na celu: optymalizacje aspektéow
technicznych eksperymentéw '(przygotowania prob do analizy, procedury barwienia,
ustawien wstepnych cytometru przeptywowego) oraz stworzenie szablonu
analitycznego w oprogramowaniu IDEAS® firmy Luminex. Zaprojektowany za
pomocg modutu uczenia maszynowego protokét interpretacyjny zostat wykorzystany
do analizy biofilmu wytworzonego w warunkach przemystowych. Biofilmy zostaty
pobrane z powierzchni roboczych linii technologicznych jednego z wielkopolskich
zaktadoéw przetworstwa owocowo-warzywnego. Wykryto réznice iloSciowe oraz
zréznicowanie jakosciowe w postaci kompleksowos$ci agregatéw na powierzchniach
przemystowych, przy czym wielko8¢ aglomeratow komérek drobnoustrojow
korelowata ze zwiekszonym udziatem sub-populacji aktywnych metabolicznie
komoérek. Ponadto, Doktorant przeanalizowat 40 probek mileka pochodzacych od
réznych osobnikdéw w celu zoptymalizowanych procedur barwienia fluorescencyjnego
w detekgciji i charakterystyce komoérek somatycznych. Praktyczny wymiar badan zostat
zaprezentowany w rozdziale zatytutowanym ,0gdlna ocena wartosci aplikacyjnej
uzyskanych wynikéw”. Prace konczg wnioski, ktére sg rezultatem badan oraz analiz
danych wykonanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej i $wiadczg o osiggnieciu
zatozonych celéw badawczych. Literatura obejmuje 93 pozycje literaturowe, krajowe i
zagraniczne oraz zrédta internetowe. Wskazuje to na bardzo dobrg orientacje
Doktoranta w opisywanej problematyce badawczej. Praca napisana jest jasnym,
zrozumiatym jezykiem i jest starannie przygotowana pod wzgledem edytorskim. ‘

Dysertacje konczy nota aplikacyjna.

Z obowigzku recenzenta chciatabym przedstawi¢ uwagi krytyczne, ktére
nasunety mi sie podczas lektury tego manuskryptu. W moim odczuciu Autor pracy
zbyt pobieznie potraktowat tresci dotyczgce czynnikéw etiologicznych mastitis. W
czasie obrony prosze, aby Doktorant przedyskutowat mozliwos¢ wykorzystania
cytometru przeptywowego z bioobrazowaniem FlowSight do wykrywania i
identyfikacji bakterii patogennych w mleku. W eksperymentach modelowych,
przeprowadzano analizy z uwzglednieniem morfologii komoérek bakteryjnych,
wykorzystano parametr powierzchni oraz wspétczynnik proporcji, ktéry pozwala na
okreslenie ksztaftu obiektu (globularny, wydtuzony). Zastanawiajgce jest, dlaczego

wybrano jedynie pateczki (Eschericha coli, Pseudomonas fluorescens) i laseczke
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(Bacillus subtilis) do analiz. Chciatabym sie zapyta¢, czym kierowat sie Doktorant w

takim doborze szczepdw bakteryjnych.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny praca doktorska jest nowatorska,
oparta na ambitnych zatozeniach oraz dobrze osadzona w realnych, wspotczesnych
problemach przemystu spozywczego. Z uznaniem przyjmuje zaprojektowany protokot
analityczno-interpretacyjny bazujacy na cytometrii przeptywowej z bioobrazowaniem.
Uwazam, ze wdrozenie tego instrumentu analitycznego w wymiernym stopniu
przyczyni sie do rozwoju branzy spozywczej i pozwoli optymalizowaé procesy
przemystowe pod katem jakosci, bezpieczenstwa zywnosci oraz ekonomiki produkgii
Zywnosci.

Biorgc pod uwage wysokg wartos¢ merytoryczng i aplikacyjng pracy
stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Michata Koniecznego pt.:
,Wykorzystanie cytometrii z bioobrazowaniem w kontroli bezpieczenstwa procesow w
przemysle spozywczym” spetnia wszystkie wymogi formalne i zwyczajowe w $wietle
istniejgcego prawa. Whnioskuje zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o przyjecie pracy i

przeprowadzenie dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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