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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. ALINY KIELPINSKIEJ
zatytulowanej ,,Ocena aktywnosci przeciw-Clostridium perfringens wybranych
szczepow bakterii mlekowej oraz mozliwosci ich wykorzystania do produkcji
probiotycznych dodatkéw paszowych ”,
wykonanej pod kierunkiem prof. UPP dr hab. Anny Sip
na Wydziale Nauk o Zywno$ci i Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego

w Poznaniu, w Katedrze Biotechnologii Mikrobiologii i Zywno$ci.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny praca zatytulowana ,,Ocena aktywnosci przeciw -
Clostridium perfringens wybranych szczepow bakterii mlekowej oraz mozliwosci ich
wykorzystania do produkcji probiotycznych dodatkéw paszowych 7, zostala
przygotowana w formie monografii. Praca ma typowy dla tego typu opracowan uklad.
Wyszczegoblniajge, na opracowanie skladaja sig: streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, wykaz skrotow i symboli, przeglad literatury (20 stron), cel pracy,
materialy i metody (20 stron), wyniki (81 stron), dyskusja (25 stron), stwierdzenia
koncowe i wnioski, spis literatury (327 pozycji) oraz zatacznik, w ktérym umieszczono
w formie tabelarycznej wykaz zarejestrowanych w UE preparatow probiotycznych dla
zwierzat w kategorii stabilizatory mikroflory jelitowej. Dokumentacja wynikow
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przedstawiona jest w formie tabel, wykresow i fotografii. Stwierdzam, ze pod wzgledem
formalnym praca speinia wymagania stawiane tego typu opracowaniom.
Doboér i znaczenie tematyki

Bakterie nalezace do rodzaju Clostridium powszechnie wystepuja w srodowisku
naturalnym (woda, gleba i przewdd pokarmowy zwierzat). Wigkszo$¢ z nich
sa to bakterie saprofityczne, nie niosace ze sobag ryzyka chorobotworczego. Niemniej
szczepy nalezgce do gatunku Clostridium perfringens charakteryzuja si¢ zdolnoscia
wytwarzania od kilku do kilkunastu toksyn tkankowych i enterotoksyn (od A do E).
Wiasnie z tego powodu szczepy te odpowiedzialne sa za wywolywanie zatrué
pokarmowych ludzi, zwierzat hodowlanych oraz domowych. Najczesciej do zakazenia
ludzi dochodzi poprzez niewlasciwe przechowywanie i obrobke produktéw
spozywczych, przerwanie tancucha chtodniczego a w szczegdlnosci migsa. Ponadto
zachorowania zwierzat takich jak drob, trzoda chlewna, bydto, owce, kozy powoduja tzw.
upadki zwierzat i w konsekwencji straty ekonomiczne hodowcow, ale ze wzgledu
na koniecznos$¢ utylizacji upadtych zwierzat rowniez szkody dla srodowiska. Zatem
podjecie przez Doktorantke tematyki dotyczacej ograniczania rozprzestrzeniania si¢
bakterii Clostridium perfringens przez naturalne sktadniki zywnosci i pasz jakim

sa bakterie kwasu mlekowego uwazam za wazne i zasadne.

Ocena merytoryczna pracy
W pierwszym rozdziale opiniowanej pracy doktorantka wprowadza czytelnika
w tematyke. Bardzo doktadnie opisuje charakterystyke bakterii Clostridium perfringens
uwzgledniajgc chorobotwdrczos¢, procedury diagnostyki zakazen, metody ograniczania
zakazen wsrod zwierzgt hodowlanych oraz mozliwosci zastosowania szczepOw
probiotycznych jako czynnika prewencyjnego oraz mechanizmy ich dzialania. Wiadomo,
ze powszechnie stosowana metoda zapobiegania rozprzestrzeniania si¢ Clostridium
perfringens wéréd zwierzat hodowlanych sg szczepienia. Szczepionki takie bazuja
na zinaktywowanych toksynach. Doktorantka na stronie 28 pracy wspomina réwniez,
ze jedyng szczepionkg przeciwko zakazeniom bakteriami Closfridium jest anatoksyna
tezcowa skierowana w stosunku do Clostridium tetani. | tutaj nasunety mi sie dwa pytania
do Doktorantki.
1. Jak wyglada skala zatru¢ u ludzi Clostridium perfringens na $wiecie

a w szczeg6lnosci w Polsce?
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2. Czy z punktu widzenia epidemiologii bylaby potrzeba opracowania szczepionek
przeciwko Clostridium perfringens dla ludzi?
Celem recenzowanej pracy ,bylo opracowanie skadu i sposobu wytwarzania
probiotycznych  dodatkéw  paszowych zdolnych do ograniczania wzrostu
chorobotwoérezych dla zwierzat hodowlanych bakterii Clostridium perfringens”. Cel ten
Doktorantka realizowala poprzez 5 etapow badawczych obejmujacych pozyskanie
szczepdw bakterii kwasu mlekowego od zwierzat hodowlanych, oceng ich potencjatu
antagonistycznego i probiotycznego, wytypowanie szczepéw do przygotowania
preparatow, opracowanie metody hodowli szczepoéw bakterii kwasu mlekowego i metody
ich utrwalania oraz ocene stabilnosci przechowalniczej uzyskanych preparatow.
Kluczowym elementem pracy w obszarze aktywnosci antagonistycznej
czynnikow biologicznych takich jak bakterie jest wlasciwe dobranie szczepu antagonisty
w tym przypadku bakterii kwasu mlekowego i szczepu testowego czyli tego w stosunku,
do ktorego ta aktywno$¢ ma by¢ skierowana. W przypadku probiotykéw obecnie wiele
grup badawczych uwaza, ze szczepy o takim potencjale powinny by¢ endemiczne.
W mojej ocenie réwniez powinno to dotyczy¢ mikroorganizméw testowych. I taka
zasade zastosowala w swoich badaniach Doktorantka co jest bezsprzecznym atutem
tej pracy. Jako szczepy testowe Doktorantka zastosowata szczepy kliniczne Clostridium
perfringens udostepnione przez Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Pafstwowy
Instytut w Pulawach oraz z pracowni badan diagnostycznych Lab-Vet Sp. z o.o.
w Tarnowie Podgérnym. Obok szczepdéw endemicznych w pracy jako szczepy testowe
sa rowniez wykorzystywane szczepy Clostridium perfiringens z kolekcji ATCC, ktérym
w tej pracy nadano inne oznaczenia podobne do oznaczen szczepéw endemicznych.
W mojej ocenie zabieg ten nie byl potrzebny i powodowal trudnosci w odczytywaniu
i interpretacji wynikéw. Wydaje mi sie, ze jezeli szczep pochodzi z kolekcji i ma swdj
numer to nalezy go uzywaé, a w szczego6lnosci w opracowaniach naukowych.
W przypadku bakterii kwasu mlekowego material izolowano z tresci jelitowej prosiat,
kalu prosigt i cielgt, wymazow z pyska prosiat i cielat oraz z kalomoczu kurczakow.
W efekcie koficowym zgromadzono baze 912 izolatdéw. Potencjal antagonistyczny
uzyskanych izolatow w stosunku do Clostridium perfiingens oceniono w 3 wariantach:
ptyn po hodowli (CF), ptyn po hodowli z ktérego usunieto komorki bakterii (CFS)
oraz plyn po hodowli z ktérego usunieto komorki bakterii, ktéry poddano dziataniu
enzymu proteolitycznego - trypsyny, oraz ogrzewaniu w 80°C przez 30 minut (EA).

Doktorantka dokonata identyfikacji metodami biologii molekularnej zaréwno szczepow
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bakterii kwasu mlekowego jak i1 potwierdzila przynaleznos¢ gatunkows izolatow
Clostridium perfringens. Dodatkowo w przypadku szczepow Clostridium perfringens
okreslono profil wytwarzanych toksyn. Co jest bardzo waznym elementem recenzowane;j
pracy ze wzgledu na powigzanie wrazliwosci Clostridium perfringens na metabolity
bakterii kwasu mlekowego z wytwarzanymi przez nie toksynami. Jako kryterium
screeningu szczepow bakterii kwasu mlekowego wstepnego przyjeto aktywnosé
antagonistyczng biorac pod uwage sile hamowania wzrostu szczepow testowych
wyrazong strefg zahamowania wzrostu w mm do pojedynczych typdéw toksycznych oraz
profil mozliwosci ograniczania wzrostu Clostridium perfringens o roznych typach
toksycznosci. Do oceny cech probiotycznych wytypowano 15 szczepdw wyizolowanych
od prosiat, 14 kultur pochodzacych od cielat oraz 12 szczepéw od kurczat rzeznych.
Ciekawym elementem pracy jest proba scharakteryzowania mechanizméw oddziatywan
antagonistycznych szczepow bakterii kwasu mlekowego i szczepow testowych.
Z obserwacji Doktorantki wynika, ze w sumie sposrod 41 szczepoéw bakterii mlekowych
7 z nich wytwarza bakteriocyny, 11 konkuruje o srodowisko wzrostu a w 22 przypadkach
dominuje mechanizm dziatania kwaséw organicznych. Ponadto dla badanych kultur
bakterii kwasu mlekowego wykonano badania hydrofobowosci powierzchni $cian
komdrkowych, tolerancji na niskie pH i sole zo6lci jak i profil fenotypowy
antybiotykoopornosci.

Cennym osiggnieciem pracy jest wyselekcjonowanie szczepow bakterii kwasu
mlekowego o wysokim potencjale przeciw Clostridium perfringens, ktére oprécz
typowych pierwszorzedowych produktéw metabolizmu zdolne byly do syntezy
bakteriocyn i bioaktywnych peptyddéw. Doktorantka wykazata, ze szczep L. paracasei
11c syntetyzowal bakteriocyng o masie czasteczkowej 4879 Da, ktéra mozna zaliczy¢
do bakteriocyn LAB klasy Ila. Ponadto Doktorantka w oparciu o przeprowadzone analizy
i poréwnanie uzyskanych danych z wynikami innych grup badawczych, szczegdlnie
w obszarze réznic w sekwencji aminokwasowej i profilu aktywnosci antagonistycznej
stwierdza, Ze wyizolowana bakteriocyna jest nowa nie opisang do tej pory.
Natomiast szczep L. plantarum 12k syntetyzowal dwa peptydy o zblizonych masach
czastkowych (2186 1 2310 Da).

W kolejnym etapie pracy Doktorantka projektuje preparaty probiotyczne dla zwierzat
hodowlanych. I tutaj spotykamy si¢ z nietypowym podejéciem do problemu. W pracy
przedstawiono spos6b hodowli bakterii probiotycznych w pozywkach péistatych na bazie

maki. Zaletg takiego procesu jest obnizenie lub nawet wykluczenie powstawania
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odciekow pohodowlanych. Ze wzgledu na fakt, ze bakterie kwasu mlekowego
sa bakteriami wymagajacymi pod wzgledem odzywczym podloza na bazie sktadnikow
skrobiowych nalezy suplementowa¢ makro- i mikroelementami a nawet mono-
i polisacharydami. I tutaj Doktorantka sprostata temu wyzwaniu modelujac zaré6wno
warunki hodowli ale réwniez sktad pozywki wykorzystujac do tego nowoczesne
narzedzia informatyczne. Punktem krytycznym podczas wytwarzania preparatow
zawierajgcych bakterie kwasu mlekowego jest utrwalanie biomasy. Zazwyczaj stosuje si¢
procesy liofilizacji. Jednak ze wzgledu na koszt tego procesu poszukuje si¢ innych metod
utrwalania bakterii mlekowych i ich preparatow. W pracy zaproponowano suszenie
rozpylowe. I pomimo, iz przezywalnos¢ bakterii kwasu mlekowego suszonych
rozpylowo wraz z podlozem poistalym byla nizsza w poréwnaniu z metoda
konwencjonalna, to otrzymane przez Doktorantke preparaty charakteryzowaly si¢ wyzsza
aktywnoscig antagonistyczng niz preparaty przygotowane konwencjonalnie.

Atutem przedstawionej do oceny pracy jest jej wielowatkowosc,
interdyscyplinarnos$¢ i nowatorskie podejscie do tematyki. Zastosowanie réznych metod
badawczych z obszaru mikrobiologii, biologii molekularnej, modelowania
matematycznego, inzynierii procesowej pokazuje jak bogatym i dobrym warsztatem
postuguje sie Doktorantka. Bardzo wartosciowym elementem pracy jest przeprowadzona
dyskusja wynikow z aktualnymi osiggnieciami innych zespotéw badawczych. W oparciu
o przedstawione wyniki Doktorantka formutuje 10 wnioskow i stwierdzen, ktére wypelni

maja uzasadnienie w wynikach.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny praca zatytulowana “Ocena aktywnosci przeciw-
Clostridium perfringens wybranych szczepéw bakterii mlekowej oraz mozliwosci
ich wykorzystania do produkcji probiotycznych dodatkow paszowych” spetnia
wymagania okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.). Zatozone cele badawcze zostaly
w pelni zrealizowane. Przedstawione w pracy wyniki wpisujg si¢ nurt zagadnien
badawczych prowadzonych w dyscyplinie technologia zywnosci 1 zywienia. Ponadto
rozwigzanie problemu badawczego wnosi nowe elementy do naukowo-technologiczne
do powyzszej dyscypliny .

W oparciu o powyzsze przestanki wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny

Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o przyjecie
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rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aliny Kielpinskiej i dopuszczenie Jej do dalszych
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etapOw postepowania.

Strona6z6

7



