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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Chlebicz-Wojcik, pt. ,,Opracowanie

preparatow synbiotycznych do profilaktyki zdrowotnej trzody chlewne;j”

Praca doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Chlebicz-Wojcik zostata wykonana pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. inz. Katarzyny Slizewskiej na Wydziale Biotechnologii i Nauk
o Zywnosci Politechniki Lodzkiej. Badania byly czgsciowo realizowane w ramach projektu
Programu Badan Stosowanych z 2015 r. (PBS3/A8/32/2015, pt. ,,Preparat synbiotyczny
do profilaktyki zdrowotnej zwierzat monogastrycznych i zapobiegania wystapienia chordb
bakteryjnych i zatru¢ wywotanych toksynami oraz poprawiajacego bezpieczenstwo zywienia
i wydajnosé chowu zwierzat”), wspolfinansowanego przez NCBiR. Pigé wyselekcjonowanych
szczepbdw probiotycznych objeto prawami patentowymi. Wyniki badan zostaly czgsciowo
opublikowane w postaci dziewigciu artykutéw naukowych i rozdzialéw w monografiach
naukowych. Nie podano informacji o innych dokonaniach i aktywnosciach Doktorantki,
niezwiazanych bezposrednio z pracg doktorska. Autorka opisata osiagnigcia tej pracy w postaci
obszernej rozprawy, zbudowanej w sposob typowy dla naukowych prac do$wiadczalnych.
Praca obejmuje podstawy teoretyczne wykonywanych badan wraz z hipotezami badawczymi
i celami pracy, a takze opis czgéci eksperymentalnej i omowienie uzyskanych wynikow.
Znalazly si¢ w niej liczne odwolania do niemal 600 aktualnych publikacji naukowych
i dokumentow.

Ciekawy i dobrze napisany ,,Wstgp” wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane
7 tematem pracy. Autorka omawia budowg i funkcjonowanie uktadu pokarmowego $wini wraz

z waznym jego clementem — mikrobiots, zwracajac uwagg na zmiany rozwojowe zwigzane
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z wiekiem, ksztaltowanie si¢ zespotu drobnoustrojéw jelitowych i ich rolg w utrzymaniu
zdrowia gospodarza, zwlaszcza poprzez wytwarzanie krotkotancuchowych kwasow
ttuszczowych, a takze w kontekscie zagrazajacych zwierzeciu mikroorganizméw patogennych
i powodowanych przez nie chorob. Wazng czgscia Wstgpu sg podrozdziaty poswigcone
dodatkom paszowym, stosowanym w celu polepszenia kondycji trzody chlewnej, ktore
powinny zajg¢ miejsce stusznie zakazanych w tym celu antybiotykow. Problemy i wyzwania
zwigzane z tym zagadnieniem staly si¢ podstawg prezentowanej pracy doktorskiej, ktorej
Autorka postawita sobie za cel opracowanie takich preparatow synbiotycznych, ktore jak
najdoskonalej odpowiedzialyby na wazne potrzeby w tym zakresie. Chociaz bowiem
Doktorantka wymienia 25 preparatéw probiotycznych zatwierdzonych w Europie dla trzody
chlewnej, brak bylo na rynku polskim odpowiedniego preparatu synbiotycznego. Wstgp jest
dobrze skonstruowany i zawiera duzo istotnych informacji, jest tez, co wazne, wzbogacony
wieloma tabelami i rycinami, w duzym stopniu opracowanymi przez Autorke pracy, ktora
jednak nie ustrzegla si¢ pewnych drobnych bledow merytorycznych. Myli Ona niektore
jednostki taksonomiczne i pojecia ekologiczne, o czym piszg takze w dalszej czgdci recenzji.
Zamiennie uzywa pojeé ,,ukiad” i ,narzad” / ,organ” (str. 6-7), cho¢ uklad faczy narzady. Opis
budowy jelita cienkiego na str. 7 nie jest do korica zgodny ze schematem na ryc. 2. W ukiadzie
trawiennym $wini bytuje nie bilion drobnoustrojow (str. 12), ale bilion na gram katu, o czym
jest mowa na str. |1 i podobnie - nie tylko 800 drobnoustrojow chorobotworczych (str. 15).
Mimo niewielkich uchybien ,,Wstgp” stanowi odpowiednig i szeroka podbudowe teoretyczng
prezentowanej pracy doktorskiej i nakreslonych w nastgpnym rozdziale celéw pracy, opartych
na konkretnie i jasno sformutowanych hipotezach badawczych.

Kolejna czgs¢ rozprawy doktorskiej dotyczy wykonania i analizy eksperymentalne;
czesci pracy. Rozdzial ,Materialy i metody” jest bardzo szczegélowo i obszernie napisany.
Bardzo dobrym rozwigzaniem jest przedstawienie uzycia licznych materiatow
w uporzadkowanej formie tabelarycznej. Nie zastosowano jednak klucza, np. alfabetycznego,
ktory ulatwialby odnalezienie poszczegélnych pozycji. Moze niekonieczne byto
przedstawienie uzycia nawet tak powszechnie stosowanych materialow, jak np. probowki, ezy,
ptytki Petriego, olejek immersyjny, PBS itp., ktorych wykorzystanie nie odbiegato

od powszechnie przyjetych zastosowan. Poza tym niektore uzywane materialy, jak antybiotyki,
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mykotoksyny, sktadniki pasz czy testoéw API, wymieniono dopiero w podrozdziale ,,Metody
badawcze”. W podpunkcie tym opisano bardzo doktadnie metodyke, w tym nawet testy
powszechnie stosowane (jak np. barwienie metodg Grama) czy komercyjne (wykonywane wg
instrukcji producenta), co w konsekwencji bardzo zwigksza objetos¢ tego rozdziatu. Niespdjne
sg informacje nt. okresu suplementowania prosigt badanymi preparatami synbiotycznymi —
inne w tekscie (29 dzien zycia), inne na ryc. 8. Omytkowo chyba napisano w p. 4.3.1.13.4.,
ze ,,Widoczny wzrost bakterii wzdtuz linii wklucia swiadczyl o ruchu whasnym (...)”, gdyz
w ,,Wynikach” interpretacja takiego wzrostu prawidlowo stwierdza brak ruchu. Chciatabym
zapyta¢ Doktorantk¢ o pochodzenie badanych zwierzat i liczebnos$¢ poszczegolnych grup
badawczych i kontrolnej (zwierzeta niesuplementowane) oraz w jaki sposéb zawieszano probki
katu do oznaczania ilosciowego poszczegdlnych skifadowych mikrobioty jelitowej, aby
wystandaryzowac ten proces (punkt 4.3.4.2). Nie znalaziam tez informacji o standaryzacji (np.
densytometrycznie lub spektrofotometrycznie, ilosciowo) inokulum badanych szczepow
potencjalnie probiotycznych, do wykonywanych testow, np. wrazliwosci na antybiotyki,
przezywalnosci w niskim pH lub w obecnosci soli zélci, detoksyfikacji mykotoksyn,
cytotoksycznosci czy tworzenia biofilmu — czy takie przygotowanie zawiesin bylo stosowane?
Czy przy badaniach wptywu pH hodowli na wybrane szczepy mierzono pH w czasie trwania
hodowli lub stosowano podioze buforowane, przeciwdziatajagce zmianom pH?

Rozdzial ,,Wyniki” w sposob szczegotowy, klarowny i logiczny zapoznaje czytelnika
z poszczegblnymi etapami pracy i uzyskanymi w nich wynikami. Dobra dokumentacja i analiza
wynikéw, czytelne wykresy, mapowanie i forma tabelaryczna ufatwiajg zrozumienie toku
postepowania badawczego, interpretacja Autorki jest przekonujgca. Moze tylko wykresy 9-22
bytyby fatwiejsze do odczytu, gdyby byly przedstawione w odwrotnej pozycji. Pozadany bytby
takze petniejszy opis rycin, zwlaszcza prezentujacych zdjecia (np. fot. 1 i 2, ryc. 27, 29, 31),
aby nie bylo konieczne poszukiwanie metodyki w tekscie pracy. Doktorantce udato sig
wytypowaé i wyselekcjonowaé sposrod badanej grupy szczepow potencjalnie probiotycznych,
zarébwno pateczek kwasu mlekowego, jak i drozdzy Saccharomyces cerevisiae, grupg szesciu
izolatow, ktére wykazywaty najlepsze wiasciwosci biochemiczne, fizjologiczne, a takze
antagonistyczne wzgledem analizowanych patogendw jelitowych. Cechy te predestynowaty je

do wykorzystania prozdrowotnego w hodowli trzody chlewnej, co Doktorantka przekonujgco
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potwierdzita w badaniach in vivo, wyraznie wykazujgc korzystny wptyw opracowanych
preparatow synbiotycznych z inuling na sktad mikrobioty jelitowej trzody chlewnej na réznych
etapach rozwoju oraz na ilos¢ powstajacych kwasow karboksylowych. Mam tu nastgpujaca
watpliwosé — Autorka, jak pisze, dokonuje oceny przynaleznosci gatunkowej wytypowanych
szesciu izolatow badanych pateczek na podstawie testow APl 50 CHL lub APl 20C AUX
w ostatnim etapie ich charakterystyki (p. 5.1.12.6. i 5.1.13.7.). Czy badane szczepy nie
powinny by¢ poddane tak oczywistym testom diagnostycznym, jak analiza morfologii
mikroskopowej, zdolnosci do ruchu / zarodnikowania czy podstawowych cech metabolicznych
i fizjologicznych, juz w momencie izolacji, a nie dopiero po wykonaniu wszystkich innych
badan, tym bardziej, ze niektore szczepy nie byly zidentyfikowane genetycznie? Mam takze
pytanie o przygotowanie opracowanych w niniejszej pracy preparatow synbiotycznych.
W jakim stosunku zmieszano poszczegodlne szczepy z dodatkiem 2% inuliny, czy podawane
byly w formie liofilizatu? | jeszcze mala uwaga: u prosiat istotna statystycznie réznica w liczbie
Escherichia coli widoczna jest w tabeli 44 dla synbiotyku B, nie C, jak podano w tekscie.
»Dyskusja” to ostatni rozdzial rozprawy doktorskiej, zakonczony podsumowaniem
zawierajgcym wnioski plyngce z prezentowanej pracy. W rozdziale tym Doktorantka
w uporzagdkowany sposob i systematycznie omawia uzyskane wyniki, szeroko konfrontujac je
z rezultatami badan, publikowanych przez innych autoréw badan. Na tym tle uzyskane
preparaty synbiotyczne prezentuja dobre wlasciwosci (z wyjatkiem niejednoznacznych
wynikéw genotoksycznosci) i mogg by¢ obiecujagcym dodatkiem paszowym, podnoszacym
zdrowotnoéé trzody chlewnej, lagodzgcym takze stres odstawienia prosiat od piersi. Autorka
nie wskazuje jednak, ktory z opracowanych preparatow uwaza za najkorzystnigjszy. Czy
ze wzgledow prozdrowotnych i ekonomicznych wszystkie trzy specyfiki majg jednakowy
potencjal, czy tez tylko jeden powinien by¢ wytypowany do wdroZenia badz moze powinny
one mieé rézne przeznaczenie? Czy analizowano wplyw nowo opracowanych preparatow
synbiotycznych na przyrost masy zwierzat tucznych? Kolejne pytanie dotyczy zmian ilosci
poszezegdlnych badanych skiadnikéw mikrobioty jelitowej. Jak mozna wytlumaczy¢
wyraznie, istotnie statystycznie wigkszg ogdlng liczbg bakterii beztlenowych, w tym laseczek

Clostridium spp., a jednocze$nie mniejsza liczbg Bifidobacterium spp. w kale loch w 17 dniu
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suplementacji nowo opracowanymi preparatami synbiotycznymi w porownaniu do katu loch
niesuplementowanych (tabela 43)?

Moje ogdlne uwagi dotyczg licznych bledow literowych (takze w nazwach
drobnoustrojow) i edytorskich, a takze interpunkcyjnych (zwlaszcza kalki z . angielskiego, np.
przecinki po: ponadto, aczkolwiek, jednakze, dlatego tez), widocznych w calej pracy. W pracy
wielokrotnie pojawiajg sie, pisane {acznie, wyrazénia typu ,,nowoopracowane” czy
»howonarodzone”, podczas gdy zestawienia przystowka i imiestowu pisze si¢ rozdzielnie.
Podobnie czgsto Autorka niepoprawnie pisze rozdzielnie ,,nie mniej” w znaczeniu ,jednak,
ale”, ,,odporno$¢” drobnoustrojéw zamiast oporno$¢. Pojawia si¢ tez okreslenie ,,inhibitujg”
zamiast inhibujg czy po prostu —hamujg, a takze uproszczenia i skroty myslowe. Wielokrotnie
pomylono lub pominigto numery cytowanych podrozdziatow, niektorych tabel lub wzorow.
W pracy nie zamieszczono listy stosowanych skrotow i streszezenia w jezyku angielskim. Cheg
tez zwrocié uwagg Doktorantki na czasem nieprawidlowe uzywanie przez Nig pojec, zwiaszcza
taksonomicznych i ekologicznych we ,,Wstegpie” i ,,Dyskusji” np. ,rodzina Firmicutes /
Bacteroidetes”, ,rodzaj Veillonellaceae”, .z gatunku Escherichia”, ,populacja” nie
w odniesieniu do osobnikéw jednego gatunku w danym s$rodowisku, ale do jakiejs grupy
drobnoustrojow, ,.ekosystem” zamiast biocenoza czy mikrobiota. Nalezy tez odnotowac,
ze w roku 2016 z rodziny Enterobacteriaceae wydzielono wiele rodzajéw i powstaly nowe
rodziny, dlatego dzi$ rodzaje Proteus i Providencia nie nalezg juz do tej rodziny, jak biednie
podano w ,,Dyskusji”, ale do nowej rodziny Morganellaceae, cho¢ wspolnie reprezentujg rzad
Enterobacterales. Rozprawa napisana jest jednak czytelnym, ladnym i w wiekszosci
poprawnym jezykiem. Stanowi ona spdjng i pelng calos¢. Jest dobrze przemyslana
i zaplanowana, badania obejmujg wazne aspekty, niezbgdne do wykorzystania wyizolowanych
szczepow drobnoustrojow probiotycznych oraz otrzymania gotowych do zastosowania
preparatéw synbiotycznych. Ma wartosciowy walor praktyczny, oferujgcy rozwigzanie
korzystne dla hodowcy, hodowanych zwierzat i srodowiska. Trzeba tez podkresli¢, ze w czgsci
teoretycznej, metodycznej i dyskusyjnej Autorka oparla si¢ na bardzo obszernym wachlarzu

prawie 600 aktualnych publikacji naukowych i dokumentow.
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Pytania i uwagi zawarte w recenzji nie poddajg w watpliwosé jakosci rozprawy, ale
maja charakter dyskusyjny i wynikajg z mojego zainteresowania tg bardzo bogata, ciekawg i
wartosciowg pracg.
jakos$¢ naukowa uwazam, ze oceniana praca Pani mgr inz. Agnieszki Chlebicz-Wojcik,
pt. ,Opracowanie preparatow synbiotycznych do profilaktyki zdrowotnej trzody chlewnej”,
spetnia warunki stawiane rozprawom na stopien doktora (dyscypliny nauki chemiczne,
inzynieria chemiczna, technologia zywnosci i zywienia). Wnosz¢ zatem do Rady ds. Stopni
Naukowych Politechniki Lodzkiej o dopuszezenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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WNIOSEK

o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Chlebicz-Wajcik, pt.

»Opracowanie preparatéw synbiotyeznych do profilaktyki zdrowotnej trzody chlewnej”

wykonanej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. inz. Katarzyny Slizewskiej na Wydziale
Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci Politechniki Lodzkiej

Praca doktorska Pani mgr inz. Agnieszki Chlebicz-Wdjcik wyrdznia sig bardzo szeroko
zakrojonymi badaniami, opartymi na dobrym planie badawczym. Logiczny, kompletny i
konsekwentnie realizowany tok analiz oraz krytyczna i rozwazna interpretacja uzyskiwanych
wynikéw pozwolily na uzyskanie produktu o udowodnionym przez Doktorantkg dziataniu
probiotycznym, praca ma wigc takze wazny aspekt praktyczny, a wiele wynikéw zostalo
opublikowanych w postaci artykulow naukowych. Rozprawa, cho¢ bardzo obszerna, jest
dobrze i czytelnie napisana, w odniesieniu do wyjatkowo szerokiej gamy prawie szesciuset
publikacji naukowych, a Doktorantka w sposob syntetyczny i przekonujgcy przedstawila
poszczegolne etapy i aspekty badan.

Powyzsze przestanki skianiajag mnie do wystapicnia do wysokiej Rady ds. Stopni
Naukowych Politechniki Lodzkiej o wyréznienie tej rozprawy doktorskiej stosowng nagrodg.
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