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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi monografie naukowa. Temat
pracy jest niezwykle wazny, poniewaz bakterie Clostridium perfringens sa istotnym
patogenem zwierzat hodowlanych. Narastajaca opornos¢ bakterii na antybiotyki oraz
zatwierdzenie przez Parlament Europejski zakazu prewencyjnego stosowania antybiotykéw w
rolnictwie, wplyneto na potrzebe szukania nowych metod ograniczania zakazen. W rozprawie

doktorskiej wykazano antagonistyczne dzialanie probiotykow wzgledem C. perfringens.

Rozprawa obejmuje przeglad literatury, cel pracy, material i metody, wyniki,
dyskusje, stwierdzenia konicowe 1 wnioski. W sklad rozprawy wchodza réwniez spis tresci,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis literatury i zalacznik. Praca jest obszerna,
zawiera 188 stron plus 13 stron zatacznika, 46 wykresow, 62 tabele, 12 fotografii i 4 ryciny.

W pracy zacytowano 313 artykutéw, 6 raportéw i 8 norm.

We wstepie Doktorantka przedstawila charakterystyke, chorobotworczosé i
diagnostyke bakterii C. perfringens. Dalej opisala metody ograniczania zakazen C.
perfringens u zwierzat, w tym antybiotykoterapi¢, zmiany sposobu Zzywienia, szczepienia
ochronne i terapie probiotyczne. Dzialanie probiotykdw oparte jest na kilku mechanizmach:
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kolonizacji i antagonizmie wobec innych mikroorganizméw, syntezie réznych substancii
przeciwdrobnoustrojowych, modulacji odpowiedzi immunologicznej oraz zwiekszeniu

strawnosci paszy 1 przyswajalnosci sktadnikéw odzywcezych.

Celem rozprawy bylo opracowanie probiotyku, jako dodatku paszowego, majacego

zdolnos¢ do hamowania rozwoju C. perfringens.

Doktorantka wykorzystata w pracy liczne metody badawcze. Zaczela od izolacji i
hodowli bakterii, w tym C. perfringens oraz 23 innych gatunkéw, zaréwno Gram-dodatnich,
jak i Gram-ujemnych. Nastepnie zbadata aktywnosé izolatow przeciw C. perfringens metoda
punktowg i metodg krytycznych rozcienczen. Z wybranych szczepéw izolowano genomowe
DNA w celu wykrycia genéw kodujacych toksyny C. perfringens, a takze amplifikowano
sekwencje 168 rDNA, aby zidentyfikowa¢ wybrane bakterie. Kolejne badania dotyczyly
oznaczenia hydrofobowosci komérek bakterii, liczby zywych komérek, adhezji bakterii do
mucyn, tolerancji na niskie pH i z6t¢, przezywalnosci w warunkach symulujacych stres
zotadkowo-jelitowy, wrazliwosci na antybiotyki, aktywnosci hemolitycznej i zdolnosci
hydrolizy soli zétciowych, Nastepnie, Doktorantka zbadata aktywno$¢ wybranych bakterii
oraz ich metabolitow wobec C. perfringens. Identyfikowano takze zwiazki biatkowe o
aktywnosci przeciw C. perfiingens. Ostatnia czgécia badan byta optymalizacja parametréw
hodowli i skladu pozywki w celu otrzymania preparatow probiotycznych, hodowle

bioreaktorowe, suszenie i liofilizacja otrzymanych preparatéw oraz testy przechowalnicze.

Uzyskane wyniki przedstawiono na 88 stronach. W skrécie, Doktorantka otrzymata 41
szczepow aktywnych wobec C. perfringens. Jednak po wykonaniu badan wiasciwosci
bakterii, ostatecznie do preparatow probiotycznych wlaczono tylko trzy szczepy:
Enterococcus faecium 10t, Lactobacillus paracasei 11c¢ i L. plantarum 12k. Wybrane szczepy
posiadaly silne wiasciwosci adhezyjne i wysoka przezywalnosé w badaniach symulacji
zotadkowo-jelitowej. Wykazano tez, ze L. paracasei 11c wytwarza bakteriocyne klasy ITa, zas
L. plantarum 12k dwa peptydy o aktywnosci przeciw C. perfringens. Aktywnos¢ E. faecium
10t zwigzana byla natomiast z dziataniem konkurencyjnym. W ramach oceny warunkéw
produkcji preparatow probiotycznych, stwierdzono, ze do produkcji przemystowej najbardziej

nadaje si¢ pozywka z maki kukurydzianej z glukoza, inulina, ekstraktem drozdzowym i



ekstraktem sojowym. Plon biomasy zwigkszono poprzez dodatek biatek owadzich. Wykazano
takze, ze preparaty otrzymane z hodowli polstalych maja wyzszg aktywnos¢ niz preparaty
produkowane w sposob konwencjonalny. Zwigzane jest to z duza stabilnoscia metabolitow
szczepdw probiotycznych podczas przechowywania, w odréznieniu od samych bakterii je

produkujacych.

Wsrdd waloréw ocenianej rozprawy doktorskiej nalezy wymieni¢ unikalng kolekcje
szezepdw C. perfringens, ktora powinna zosta¢ zabezpieczona do innych badan. Istotne sa
takze aspekty technologiczne, w tym wykazanie, ze otrzymane produkty probiotyczne moga
by¢ zmieszane z paszg i zastosowane w celowanym dziataniu przeciw C. perfringens. Co
wazne, preparaty probiotyczne to nie tylko komorki bakteryjne, ale takze metabolity, ktore

moga wykazywaé¢ wiekszag aktywnos$¢ w mniejszej objetosci ostatecznego produktu.

W rozprawie pojawily sie jednak aspekty wymagajace korekty lub wyjasnienia:

1. Doktorantka nie przedstawita, w jakich jednostkach (katedrach, zakladach, pracowniach)
zostaly wykonane poszczegélne badania oraz z jakimi osobami wspolpracowata.
Obszerna metodyka badawcza sugeruje, ze badania byly wykonywane w réznych
podjednostkach Uniwersytetu Przyrodniczego.

2. W wielu miejscach nie podano nazwy 1 kraju producenta np. podlozy
mikrobiologicznych, czy tez nazwy 1 producenta zastosowanej aparatury np.
termocyklera PCR.

3. Otrzymane metabolity wykazujg dziatanie przeciw C. perfiingens. Czy sprawdzono tez
mozliwos$¢ toksycznego dzialania metabolitéw zawartych w preparatach suszonych z
caltym ztozem na bakterie probiotyczne blisko spokrewnione?

4. Doktorantka stwierdzita, ze szczep Enterococcus faecium moze by¢ probiotykiem.
Jednak, wiadomo, ze bakterie E. faecium sg patogenami czlowieka i zwierzat, czgsto
wieloopormnymi. Dane wskazuja, ze przy posocznicy enterokokowej smiertelnos¢ moze
sigga¢ do 50% a w przypadkach zakazen enterokokami wankomycynoopornymi (VRE)
nawet 75% [Zycie Wet. 2013; 88(7): 562-564]. Enterokoki moga by¢ tez przyczyna
zakazen odzwierzecych. Czy wykazata Pani rzeczywiste bezpieczenstwo szczepu dla

zwierzat i ludzi?
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5. W tabelach 34, 37 i 40 brakuje interpretacji, czy szczepy sa wrazliwe czy oporne na dane
antybiotyki. Doktorantka wykazala, ze tylko brak strefy (0 mm) oznacza opornosé. A jak
nalezy zinterpretowac strefy np. 10 mm czy 12 mm, jako wrazliwe czy oporne? Ponadto,
jezeli krazek ma 6 mm $rednicy, to brak strefy oznaczamy jako ,,6 mm”, a nie 0 mm.
Wyniki powinny zosta¢ zinterpretowane zgodnie z wytycznymi Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) lub European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST).

6. Problem opisany w punkcie 5. jest szczegélnie istotny w Tabeli 34, w ktorej Doktorantka
przedstawita lekowrazliwos¢ szczepu E. faecium 10t. Jednak, brakuje interpretacji
wynikow zgodnej z wytycznymi. Enterokoki posiadajg naturalng opornos¢ na
cefalosporyny, niskie stezenia aminoglikozydow, trimetoprim/sulfametoksazol,
linkosamidy a E. faecium ma dodatkowo obnizong wrazliwos¢ na penicyliny. Jak wobec

tego nalezy zinterpretowac uzyskane strefy dla cefoksytyny i cefpodoksymu?

Podsumowujac, rozprawa doktorska stanowi wartosciowy dorobek naukowy. Ma ona
wymiar praktyczny i moze przyczynic¢ si¢ do powstania nowego produktu probiotycznego dla
zwierzat. Doktorantka zrealizowala zaplanowany cel, wykazata przygotowanie merytoryczne
i opanowala metodologie badawczg. Jednak, jak przedstawilem wyzej, praca wymaga
niewielkich poprawek, w szczegélnosci zwigzanych z potwierdzeniem bezpieczenstwa

produktu oraz interpretacjg lekowrazliwosci.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust.
1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1668, z pdzn. zm.). Wobec tego wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr

Aliny Kielpinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,

Kierownik

atadng T Faldad
mnatedary | ;,cLLi-_."_I‘_!




