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1. Dane personaine

Imie i nazwisko Katarzyna Slizewska
Stopien naukowy doktor nauk technicznych
Miejsce pracy Politechnika todzka

Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
Zaktad Mikrobiologii Technicznej

ul. Wolczanska 171/173

90-924 t6dz

Aktualnie
zajmowane stanowisko adiunkt

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskigj

16.12.1997 Politechnika todzka, Wydziat Chemii Spozywczej
i Biotechnologii, specjalno$¢ — Mikrobiologia Techniczna

tytut zawodowy magistra inzyniera

praca magisterska pt. ,Opracowanie warunkoéw hodowli bakterii
z rodzaju Bifidobacterium”

opiekun pracy - prof. dr hab. Zdzistawa Libudzisz, Politechnika
t6dzka

20.12.2002 Politechnika tédzka, Wydziat Chemii Spozywczej
i Biotechnologii, stopien doktora nauk technicznych
w zakresie technologii chemicznej,
rozprawa doktorska pt. ,Produkty przemian fruktooligosacharydéw
przez jelitowe bakterie z rodzaju Lactobacillus”
promotor pracy — prof. dr hab. Zdzistawa Libudzisz

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2003-2004 asystent w Zaktadzie Mikrobiologii Technicznej
Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki
t é6dzkiej
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2004 do chwili cbecnej adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Technicznej
Instytutu Technologii Fermentac;ji i Mikrobiologii Politechniki
t.édzkiej

4. Wskazanie osiagniecia naukowego wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach

i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

4.1. Tytut osiagniecia bedacego podstawa postepowania habilitacyjnego, rok

wydania, nazwa wydawnictwa

Slizewska K. (2015). Preparat probiotyczny - wiasciwosci detoksykacji aflatoksyny B,
i ochratoksyny A (badania in vitro oraz in vivo). Zaszyty Naukowe Nr 1190, Wydawnictwo
Politechniki t6dzkiej, s. 1-151 (ISSN 0137-4834).

Recenzenci: prof. dr hab. Zbigniew Dobrzanski oraz prof. dr hab. Jerzy Chetkowski.

Badania bedace podstawg wskazanej pracy zostaty czesciowo wykonane w ramach Projektu
Rozwojowego Nr R12 028 01 ,Wykorzystanie probiotykéw do inaktywacji aflatoksyny B

i ochratoksyny A w badaniach in vitro i in vivo u kurczat”.

4.2. Omoéwienie celu naukowego wskazanego osiagniecia, otrzymanych

wynikéw wraz z przedstawieniem ich ewentualnego wykorzystania

Probiotykami nazywamy zywe mikroorganizmy, ktére podawane w odpowiednich
ilosciach zapewniajg réwnowage mikrobioty jelitowej i wywierajg korzystny efekt na zdrowie
cztowieka Iub zwierzgt (co moze tez obejmowaé stymulacje wzrostu zwierzat).
Preparaty probiotyczne dla zwierzat moga zawiera¢ jeden lub kilka wyselekcjonowanych
szczepow mikroorganizméw i by¢ podawane okresowo lub w sposéb ciggty, bezposrednio
drogg per os lub jako dodatek do pasz i premikséw.

Podstawg nowego preparatu probiotycznego sg bakterie z rodzaju Lactobacillus:
Lactobacillus paracasei tOCK 0920, Lactobacillus brevis tOCK 0944, Lactobacillus brevis
tOCK 0945. Bakterie te zostaty przebadane, wedtug procedur zalecanych przez FAO/WHO
oraz EFSA, zdeponowane w krajowych o$rodkach depozytowych (w Kolekcji
Mikroorganizméw Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu oraz
w Zaktadzie Mikrobiologii Molekularnej Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie) i objete
ochrong patentowa lub zgtoszeniem patentowym (patent PL 214504. Nowy szczep bakterii
mlekowych Lactobacillus brevis. Klewicka E., Slizewska K., Libudzisz Z., Otlewska A.;
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zgtoszenie patentowe 396640. Szczep bakterii mlekowych Lactobacillus paracasei. Motyl |,
Slizewska K., Libudzisz Z., Otlewska A.).

Wybér bakterii nalezgcych do rodzaju Lactobacillus ma uzasadnienie w oparciu
o badania Amit-Romach i wsp. (2004), ktérzy wykazali, ze u zdrowych Kkurczat,
Lactobacillus sp. sg mikroflorg dominujgcg w poszczegdlnych odcinkach przewodu
pokarmowego, tj. w wolu i jelicie cienkim. W sktad preparatu weszty takze drozdze
Saccharomyces cerevisiae £OCK 0140. Celowo$é dodatku drozdzy jest uzasadniona
faktem, iz wzrost bakterii fermentacji mlekowej moze byé stymulowany obecnos$cig drozdzy
przez uwalnianie aminokwasow, peptydéw lub synteze witamin (Gobbetti i wsp., 1994).
Ponadto suplementacja paszy drozdzami Saccharomyes cerevisiae moze wptywaé
na zwiekszenie wykorzystania paszy i przyrost masy ciata kurczat brojlerow (Abaza i wsp.,
2008; Kassem iwsp., 2012).

Wiekszo$¢ preparatéw probiotycznych, dostepnych w handlu, nie jest produkowana
w Polsce i nie jest znana ekologiczna zgodnos¢ wystepujgcych w nich mikroorganizméw
z mikroflorg drobiu produkowanego w polskich fermach. Nalezy podkreslié, ze probiotyki
importowane moga wykazywaé¢ mniejszg adaptacje do warunkéw przewodu pokarmowego
zwierzgt naszego regionu geograficznego, wynikajgcg z odmiennosci antygenowej cukréw
powierzchniowych tych bakterii. W tej sytuacji nie zawsze mozna oczekiwaé korzystnych
efektéw po wprowadzeniu na rynek Polski preparatéw przeznaczonych do hodowli zwierzat
w innych krajach. Zaletg nowego preparatu probiotycznego w stosunku do obecnie
stosowanych w Polsce i krajach osciennych jest oparcie sie na rodzimych i sprawdzonych
w badaniach in vitro oraz in vivo szczepach bakteryjnych (pochodzgcych z Kolekcji Czystych
Kultur Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki tddzkiej) oraz nowy,
tanszy sposdb jego produkcji (sposob wytwarzania oraz formulacja preparatu jest
zastrzezona patentem PL 212061. Probiotyczny stymulator wzrostu dla zwierzat
monogastrycznych zwiaszcza dla trzody chlewnej i drobiu. Michatowski P., Slizewska K.,
Libudzisz Z., Motyl |, Klewicka E., Biernasiak J., Zabielski P.).

Z danych literaturowych wynika, iz bakterie fermentacji mlekowej oraz drozdze mogag
byé wykorzystywane do biologicznej detoksykacji mykotoksyn (Shetty i wsp., 2007;
Sahebghalam i wsp., 2013; Vinderola i Ritieni, 2015). Nie wszystkie jednak drobnoustroje
wykazujg wiasciwosci detoksykacyjne, jest to bowiem zalezno$¢ szczepowa, a nie
gatunkowa.

W pracy zbadatam zdolno$§¢ nowego preparatu probiotycznego do detoksykaciji
aflatoksyny By (AFB4) i ochratoksyny A (OTA) w typowej mieszance dla drobiu (badania
in vitro) oraz w przewodzie pokarmowym kurczgt (badania in vivo). Badania zmierzajgce

do wykazania tych zdolnosci obejmowaty:
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1. okre$lenie detoksykacji AFB;, i OTA w mieszance paszowej przez mikroflore
preparatu probiotycznego;

2. okres$lenie adsorpcji mykotoksyn przez drobnoustroje probiotyczne;

3. ocene wptywu preparatu probiotycznego na parametry odchowu kurczat zywionych
paszg skazong AFB; i OTA;

4. ocene wplywu preparatu probiotycznego na ilo§¢ AFB; i OTA wydalanej
z organizmu kurczat z katomoczem oraz kumulowanej w watrobie, nerkach,
miesniach piersiowych i udowych;

5. ocene wptywu preparatu probiotycznego na obraz zmian histopatologicznych
w watrobie i nerkach kurczat zywionych paszg skazong AFB, i OTA,

6. ocene wptywu preparatu probiotycznego na genotoksyczno$é i cytotoksycznosé
katomoczu kurczat zywionych pasza skazong AFB, i OTA;

7. ocene wplywu preparatu probiotycznego na liczebnos§¢ dominujgcych
mikroorganizmoéw jelitowych kurczat zywionych paszg skazong AFB, i OTA;

8. ocene wptyw preparatu probiotycznego na metabolizm prowadzony w treéci jelita,
zaréwno korzystny (stezenie krétkotanicuchowych kwaséw ttuszczowych) jak
i negatywny (aktywnos$¢ tzw. enzymow fekalnych) ;

9. ocene wplyw preparatu probiotycznego na wskazniki biochemiczne surowicy krwi

kurczat zywionych paszg skazong AFB, i OTA.

Prace rozpoczetam od przygotowania preparatu probiotycznego oraz paszy naturalnie
skazonej mykotoksyng. Z danych literaturowych (Grajewski, 2003) wynika, Zze pasza
naturalnie skazona metabolitem plesni jest kilka razy silniej toksyczna od paszy do ktérej
dodano czystg chemicznie toksyne. Efekt skazenia sztucznego jest mozliwy do uchwycenia
dopiero przy bardzo wysokim udziale toksyny, co jest w praktyce niespotykane. W badaniach
zastosowatam zatem pasze naturalnie skazone mykotoksyng przez dodatek pszenicy
zasiedlone] toksynotwérczym szczepem Aspergillus flavus KA30 (aflatoksyna B,)
oraz Aspergillus ochraceus NRRL 3174 (ochratoksyna A).

W badaniach in vitro przeprowadzitam fermentacje spontaniczng typowej mieszanki
paszowej (Brojler Starter) skazonej AFB; lub OTA (w stezeniu 1 lub 5 mg/kg)
oraz fermentacje z zastosowaniem preparatu probiotycznego.

Preparat probiotyczny zawierat w kg: 10'° komérek bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz
10° komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Aby wykazaé, ze detoksykacja mykotoksyn
jest wynikiem aktywno$ci mikroorganizméw, jako prébe kontrolng zastosowatam mieszanke
paszowg uprzednio poddang sterylizacji radiacyjnej (dawkg 25 kGy), do ktdrej wprowadzitam
AFB; lub OTA w wyzej wymienionych stezeniach. Ustalitam, ze juz po szesciu godzinach

fermentacji z kulturami probiotycznymi steZzenie AFB; ulegto zmniejszeniu, w zaleznosci
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od poczatkowego stezenia toksyny (1 lub 5 mg/kg), o odpowiednio 55% oraz 39%.
Natomiast w przypadku fermentacji mieszanki paszowej skazonej OTA ubytek stezenia
toksyny wynosit odpowiednio 55% oraz 73%. Podczas fermentacji spontanicznej oraz
w mieszance nie poddanej fermentacji ubytek toksyn byt znaczaco nizszy i wynosit
odpowiednio 15-28% oraz 8-18%. Ustalitam ponadto, ze fermentacja paszy preparatem
probiotycznym ogranicza wzrost bakterii tlenowych przetrwalnikujacych oraz dziata béjczo
na bakterie z rodzaju Pseudomonas i bakterie z grupy coli. Preparat probiotyczny wykazuje
zatem wiasciwosci antagonistyczne w stosunku do mikroorganizméw zanieczyszczajgcych
pasze.

Mechanizm usuwania mykotoksyn ze $&rodowiska przez drobnoustroje nie zostat
doktadnie wyjasniony. Z danych literaturowych wynika, iz w przypadku bakterii fermentacji
mlekowe] i drozdzy moze by¢ wynikiem adhezji do struktur $cian komodrkowych,
co potwierdza fakt, iz nawet martwe komoérki zachowujg te aktywno$¢ (Haskard i wsp., 2001;
Armando i wsp., 2012; Piotrowska i Masek, 2015). Potwierdzitam to w badaniach wtasnych.
Analize wigzania mykotoksyn przeprowadzitam w warunkach in vitro dla trzech réznych
stezen AFB; lub OTA, tj.: 1,0 3,0 i 50 pg/ml. Bakterie Lactobacillus oraz drozdze
Saccharomyces cerevisiae, wchodzace w skiad preparatu probiotycznego, inkubowatam
z mykotoksynami, a ilo§¢ niezwigzanej toksyny oznaczytam metodg HPLC. Przeprowadzona
analiza chromatograficzna nie wykazata obecnoéci produktéw metabolizmu zardéwno
aflatoksyny B,, jak i ochratoksyny A. Stwierdzitam zatem, ze chemiczna modyfikacja
mykotoksyny nie nastgpita, a proces wigzania mykotoksyn moze by¢ analizowany jako
fizyczna adsorpcja. Wykazatam réwniez, ze zaréwno martwe, jak i zywe komorki bakterii
z rodzaju Lactobacillus oraz drozdzy Saccharomyces cerevisiae sg zdolne do wigzania
aflatoksyny B, i ochratoksyny A, jednak komorki zywe nieco lepiej wigzaty mykotoksyny.

Nie sg znane dane literaturowe na temat stabilnosci wigzania mykotoksyn w warunkach
przewodu pokarmowego. Wiadomo jednak, Zze adsorpcja mykotoksyn jest najbardziej
efektywna w pH kwasnym i bliskim obojetnemu, a wiec takim, jakie panuje w niektérych
odcinkach przewodu pokarmowego. Kolejnym etapem badan bylo zatem wykazanie czy
wiasciwosci detoksykacyjne drobnoustrojéw wchodzacych w sktad preparatu probiotycznego
beda efektywne w przewodzie pokarmowym kurczat.

Doswiadczenie hodowlane na kurczetach wykonatam we wspodtpracy z Instytutem
Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego Polskiej Akademii Nauk w Jabtonnie,
za zgodg lll Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczern na Zwierzetach przy SGGW
w Warszawie. Badaniom poddano 192 kurczeta brojlery, kurki linii Ross, podzielone na 12
grup, ktére byly zywione paszg suplementowang preparatem probiotycznym oraz skazong
mykotoksynami (AFB; lub OTA, w stezeniu 1 lub 5 mg/kg paszy). Preparat probiotyczny

zawierajgcy w kg: 10'° komorek bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz 10° komoérek drozdzy
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