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rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Porankiewicz zatytutowanej ,,Zastosowanie
substytutow antybiotykéw konwencjonalnych w konserwacji nasienia knura” wykonanej
pod kierunkiem Prof. dr habil. Zdzistawa Smorgga w Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i
Kriokonserwaciji Instytutu Zootechniki — PIB w Balicach.

Podstawg formalng do przygotowania recenzji jest pismo dr Krzysztofa Dudy, Dyrektora
Instytutu Zootechniki — PIB w Balicach z dnia 28.05.2021 powotujace sie na uchwate Rady
Naukowej Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu Badawczego w Balicach z dnia
13.05.2021.

W 2005 roku ustanowiony zostat Narodowy Program Ochrony Antybiotykéw w Polsce,
ktorego mottem przewodnim jest hasto ,Chrorimy antybiotyki”. Jednostka realizujaca
program byt Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Centrum Doskonatosci — Zespé6t
Badar Mikrobiologicznych w Warszawie. Program odwotywat sie do decyzji Komisji
Europejskiej i rekomendacji Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO). Rekomendacje te
obligowaty ministra zdrowia do monitorowania zuzycia antybiotykéw we wszystkich
sektorach gospodarki i ochrony zdrowia. Celem Programu byto i jest nadal stworzenie
systemu, ktory zapobiegatby utracie skutecznosci antybiotykdéw w leczeniu zakazenl i choréb
zakaznych cztowieka. Jednym z elementéw sktadowych Programu jest uzyskanie
precyzyjnych informacji nt. aktualnego zuzycia antybiotykdw w medycynie, weterynarii i
gospodarce ze szczeg6lnym uwzglednieniem rolnictwa. Dane te i uzyskane na ich podstawie
whnioski maja stuzy¢ racjonalizacji i optymalizacji stosowania antybiotykéw w Polsce
stosownie do wytycznych Komisji Europejskiej. O tym, ze problem jest powazny $wiadczg
alarmujace raporty o braku skutecznosci leczenia antybiotykami zakazen u ludzi.

Antybiotyki stosowane sg réwniez w hodowli zwierzat. Moze to by¢ przyczyng selekc;ji i
rozprzestrzeniania sie szczepdw drobnoustrojéw opornych, a te mogg przemieszczaé sie w
taricuchu zywieniowym, moga zasiedla¢ przewdd pokarmowy cztowieka tworzac rezerwuary
potencjalnych patogendw np. drobnoustroje z rodzaju Salmonella, Campylobacter,
Enterococcus, Staphylococcus posiadajacych geny opornosci. Szczepy jednego gatunku
oporne na antybiotyki mogg przekazywac ceche opornosci do drobnoustrojéw innych
gatunkow. Oprdécz lecznictwa zwierzat antybiotyki byty stosowane jako dodatki paszowe w
celu zwigkszenia efektywnosci ekonomicznej hodowli. Przyktadem moze byé stosowanie
tetracyklin jako dodatkéw paszowych, co doprowadzito do selekcji szczepéw opornych i
antybiotyki z tej grupy utracity skutecznos¢ w leczeniu zakazen u ludzi i zwierzat. Przyktadéw



mozna przytoczyc wiecej i dlatego wiele krajow wprowadzito zakaz stosowania
antybakteryjnych dodatkow paszowych w hodowli i produkcji zwierzecej. Dzi$ czesto lekarze
w leczeniu szpitalnym obserwujg opornos¢ drobnoustrojow wyizolowanych z przypadkow
zapalen ptuc na szeroki panel antybiotykow i stajg przed problemem braku skutecznego
preparatu. W poszczegdlnych krajach tworzone sg systemy monitorowania lekoopornosci
drobnoustrojow i zuzycia antybiotykow. Powstata Europejska Sie¢ Monitorowania
Lekoopornosci. Co roku organizowana jest pod auspicjami WHO akcja swiadomego
stosowania antybiotykow i monitorowania lekoopornosci. W 2020 roku dzien ten
wyznaczono w Europie na 18 listopada (European Antibiotic Awareness Day - EAAD). Celem
tej inicjatywy jest podniesienie Swiadomosci o wystepowaniu antybiotykoopornosci jako
powaznego zagrozenia dla zdrowia publicznego i promowanie odpowiedzialnego stosowania
antybiotykéw. Organizowane sg konferencje, prelekcje, spotkania pacjentéw, pracownikéw
stuzby zdrowia, lekarzy weterynarii, dziennikarzy, przedstawicieli przemystu
farmaceutycznego ktérych celem jest upewnienie sig, ze te wazne leki stosowane sg madrze
—jak podaje Europejska Agencja Lekéw (European Medicine Agency). Kampanie te wspiera
Europejskie Centrum Zwalczania Chordb Zakaznych (European Centers for Disease Control).
Ze wzgledu na ograniczong liczbe dostepnych antybiotykow, zblizone zakresy skutecznosci i
sposob dziatania na drobnoustroje firmy farmaceutyczne inwestuja duze pienigdze w
badania nad nowymi, czesto niekonwencjonalnymi terapiami zakazen u cztowieka. Badacze
zwrdcili uwage wtasnie na antybakteryjne peptydy (AMPs) jako dobrych kandydatéw
mogacych zastgpic klasyczne antybiotyki.

| chociaz skala stosowania antybiotykow do konserwacji nasienia w odniesieniu do danych o
ogolnym zuzyciu antybiotykdw w kraju jest niewielka, to uwazam badania mgr inz. Joanny
Porankiewicz nad zastosowaniem substytutéw antybiotykéw konwencjonalnych w
konserwacji nasienia knura za wazne, wychodzace naprzeciw zaleceniom Swiatowej
Organizacji Zdrowia i wpisujace sie w strategie ochrony antybiotykdéw. Badania Doktorantki
sg tym bardziej aktualne, bo postanowita przebadac skutecznos¢ wtasnie antybakteryjnych
peptydow (AMPs).

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 104 strony i ma typowa dla rozpraw doktorskich
organizacje tekstu. Obejmuje 10 rozdziatéw: przeglad literatury, cel pracy, materiat i metody,
wyniki, dyskusja, podsumowanie i wnioski, literatura, spis tabel, spis wykreséw, spis zdjec.
Rozprawa zawiera réwniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Czes¢ graficzna
dokumentujgca wyniki badan zawiera 28 tabel, 8 wykreséw oraz 5 zdjec.

We wstepie, ktdry Doktorantka zatytutowata ,,Przeglad literatury” omawia w czterech
podrozdziatach zagadnienia zwigzane z inseminacjg loch nasieniem konserwowanym,
rozciericzalniki stosowane do konserwacji nasienia knura, drobnoustroje wystepujace w
nasieniu i zrodto ich pochodzenia. Obszernie Doktorantka opisata antybiotyki i
antybiotykoopornos¢ oraz preparaty o dziataniu antybakteryjnym.

Wstep — przeglad literatury — dowodzi dobrej znajomosci problematyki oraz literatury
stanowigcych podstawe do tematyki, ktdrg Doktorantka zajmowata sie w swoich badaniach.




W rozdziale zatytutowanym ,Cel pracy” mgr inz. Porankiewicz przedstawita jeden giéwny cel,
ktérym byto wykazanie aktywnosci antybakteryjnej substytutéw antybiotykéw wobec
mikroflory nasienia knura, a takze skomponowanie sktadu nowego rozcieniczalnika poprzez
zastgpienie konwencjonalnych antybiotykéw nowymi preparatami o dziataniu
antybakteryjnym.

W rozdziale ,,Materiat i metody” liczgcym 10 stron, podrozdziale ,,Materiaty” Doktorantka
opisuje 8 substancji charakteryzujacych sie potencjalnym dziataniem antybakteryjnym.
Wyboru peptyddw o dziataniu antybakteryjnym dokonano we wspoétpracy z firma Lipofarm
(Zbylewo, Polska), ktdra to firma specjalizuje sie w projektowaniu i syntezie substancji
aktywnych biologicznie. Zsyntetyzowane substancje oczyszczano, liofilizowano i badano ich
czysto$¢ metodg RP-HPLC a tozsamos¢ potwierdzano technikg spektrometrii mas.

Zakresy stezen badanych peptydéw antybakteryjnych wybrano na podstawie danych z
literatury okreslanych metoda MIC dla kazdego peptydu wobec szczepow testowych.

W badaniach uzyta Doktorantka nasienie 29 knuréw reprezentujacych 5 réznych ras, jednego
mieszanca i 3 knurdw linii hybrydowych. Kazdy peptyd antybakteryjny byt badany wobec
nasienia 4 knuréw, a kompozycja wybranych peptyddw zostata przebadana na nasieniu 5
knuréw. Przed dodaniem rozcieniczalnika do nasienia okreslano objetos¢ ejakulatu,
koncentracje i ruchliwos$¢ plemnikéw, osmolowos¢ i pH. Jako rozciericzalnika referencyjnego,
wobec ktérego badano parametry nasienia z rozciericzalnikiem zawierajagcym badane
peptydy antybakteryjne uzyta Doktorantka rozcienczalnika BTS/BTS-PLUS zawierajacego
gentamycyne, ktory jest rutynowo stosowany do rozrzedzania nasienia. Baze do
przygotowania rozcienczalnikdw z badanymi peptydami antybakteryjnymi stanowit
Biosolwens Plus bez gentamycyny. Jako drobnoustroje testowe wykorzystano nastepujace
mikroporganizmy: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. Enterica serowar enteritidis
pochodzace z Kolekcji Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu
oraz Streptococcus suis | i Streptococcus suis Il z banku szczepdw Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego w Putawach.

Jako podtozy mikrobiologicznych do namnazania wyzej wymienionych bakterii Doktorantka
uzyta 8 réznych podtozy, a wsrdd nich byly podfoza uniwersalne i selektywne. Podtoza
zakupiono od uznanych producentéw (Oxoid, Thermo Scientific, Graso). Tozsamos¢
drobnoustrojéw potwierdzano testami znanych producentéw wytwarzajacych zestawy do
identyfikacji bakterii (APl — Bio Merieux: APl STAPH; API 20 STREP; API 20 E).

W podrozdziale ,Metody” Doktorantka przedstawita metody jakimi postugiwata sie przy
ocenie ruchliwosci plemnikéw, przezywalnosci nasienia, ocenie mikrobiologicznej nasienia.
Majac juz szczepy testowe Doktorantka badata ich wrazliwosé na wybrane peptydy metoda
MIC — minimalnej koncentracji peptydu hamujgcej wzrost drobnoustroju. Poniewaz zaden z
wybranych peptyddw nie hamowat wzrostu wszystkich drobnoustrojéw uzytych w badaniach
Doktorantka postanowita sporzgdzi¢ miksy peptydow dobierajac kompozycje tych miksow w
taki sposob, aby teoretycznie uzyska¢ hamowanie namnazania wszystkich bakterii uzytych w
doswiadczeniu.




Po zastosowaniu takich rozciericzalnikéw Doktorantka badata ponownie ruchliwo$c i
przezywalno$¢ nasienia, oceniata wystepowanie zmian apoptotycznych, mierzyta
transbfonowy potencjat mitochondrialny plemnikéw zawieszonych w przygotowanych
rozcienczalnikach z peptydami.

Podsumowujac te czesé rozprawy mozna stwierdzic, ze Doktorantka przedstawita cel,
koncepcje doswiadczen, uzyte materiaty i metody w sposéb klarowny, zrozumiaty, zas
metody badawcze sg adekwatne do zatozeri jakie postawita sobie w rozdziale ,Cel pracy”.

Rozdziat ,,Wyniki” obejmuje 52 strony tekstu, tabel, wykreséw i zdje¢ (str. 30-82). Wyniki
oceny ruchliwosci nasienia przedstawione w tabeli 2 wskazuja, ze ruchliwo$¢ plemnikow
zawieszonych w rozciericzalniku z dodatkiem daptomycyny ewidentnie zaczynata spadac od
6-go dnia w poréwnaniu do klasycznego rozcieniczalnika (BP) rozciericzalnika bez
gentamycyny (BP 0G) i BTS. Wyniki cechujg sie istotnoscig statystyczng. Analogicznie
zachowywato sie nasienia w rozciericzalniku z polimiksyng z tym, ze istotny spadek
ruchliwo$ci zaznaczat sie od 8 dnia przechowywania (Tabela 3). Odmiennie zachowywato sie
nasienie zawieszone w rozciericzalniku eksperymentalnym z dodatkiem daptomycyny i
polimiksyny b (Tabela 4). Tutaj praktycznie ruchliwos¢ nasienia nie zmieniata sie przez okres
obserwacji (13 dni) w poréwnaniu do nasienia zawieszonego w rozciericzalnikach
referencyjnych. Tabela 5 z kolei przedstawia wynik badania ruchliwosci nasienia
zawieszonego w rozcieticzalniku z dodatkiem peptydu Camel. Tutaj stezenie peptydu Camel
32 mcg/ml znamiennie redukowato ruchliwosé plemnikéw i praktycznie od 6 dnia ruch
plemnikéw zamierat. Nieco stabiej, ale z zauwazalng tendencjg do obnizenia ruchliwosci
nasienia wptywata na plemniki koncentracja 4 mcg/ml peptydu Camel. Wyniki te cechowaty
sie statystyczng istotnoscig. Na tle trzech wyzej ocenianych peptyddw bardzo dobrze wypadt
Palm-KK-NH,. We wszystkich wtasciwie koncentracjach badanych obecnosé Palm-KK-NH, w
rozcieniczalniku nasienia nie wptywata negatywnie na ruchliwos¢ plemnikéw i czas ich
przezywania w porédwnaniu do rozciericzalnikéw referencyjnych (Tabela 6). Kolejny peptyd —
Pexiganan —w koncentracjach od 1 do 8 mcg/ml rozciericzalnika nie wptywat w istotny
sposéb na ruchliwos¢ plemnikéw i czas ich przezywania w okresie 12 dni (Tabela 7). Peptyd
Temporin A w rozcienczeniu 8 mcg/ml znacznie redukowat ruchliwos¢ plemnikéw i czas ich
przezywania w stosunku do rozciefczalnika zawierajagcego 4 mcg/ml i 2 mcg/ml peptydu
oraz w poréwnaniu do rozcienczalnikéw referencyjnych (Tabela 8). Tendencje, ktére
przedstawiono powyzej Doktorantka zobrazowata na bardzo czytelnych wykresach na
stronach od 40 do 48 wraz z komentarzami.

Doktorantka przeprowadzita réwniez ocene ruchliwosci nasienia wspomagana komputerowo
po pierwszym dniu przechowywania. Wyniki oceny zawarte sg na stronach 47 — 53. Analiza
ta potwierdzita tendencje przedstawione powyzej, a w podsumowaniu tych badan
Doktorantka stwierdza, ze peptyd Camel w stezeniu 32 mcg/ml oraz peptyd Temporin w
stezeniu 8 mcg/ml oddziatywaty negatywnie na ruchliwos$¢ i przezywanie nasienia knuréw.

W rozdziale 4.2 Doktorantka przedstawia badania mikrobiologiczne nasienia. W nasieniu
hierozciericzonym byty obecne gtéwnie ziarniaki (gronkowce, mikrokoki, kocuria) oraz
pateczki (proteus i pasteurella). Natomiast przy badaniu nasienia rozciericzonego
przechowywanego w rozciericzalnikach z dodatkiem peptydéw oraz w rozciericzalnikach




referencyjnych (438 prébek) bakterie izolowano ze 106 probek (24,2%). Wsrod izolowanej
flory bakteryjnej byly szczepy wytwarzajace hemolize typu o i B, wytwarzajace oksydaze,
byty tez bakterie, ktérych nie udato sig zidentyfikowac zastosowanymi testami. Spektrum
flory bakteryjnej izolowanej z nasienia wskazuje na to, iz byta to flora saprofityczna,
wystepujaca ubikwitarnie. Poniewaz w okresie 18 dni przechowywania nasienia w
rozciericzalnikach zawierajacych Pexiganan i Temporin A nie zaobserwowano znaczacych
roznic w mikrobiomie nasienia, ktére pozwolityby okresli¢ skutecznosé antybakteryjna tych
peptyddw Doktorantka zdecydowata podjaé prébe okreslenia ich aktywnosci wobec
szczepdw przyjetych jako testowe (wzorcowe). Ale w Tabeli 16 Doktorantka zaprezentowata
wyniki badania mikrobiologicznego nasienia knuréw po rozrzedzeniu w rozcieficzalniku z
dodatkiem peptydu Pexiganan. Po analizie tej tabeli recenzujgcy doszedt do do$¢ istotnych
spostrzezen, a mianowicie: w przypadku knura A jeéli dodanie 8 mcg/ml Pexigananu do
rozciericzalnika spowodowato, ze w kolejnych dniach przechowywania nasienia za wyjatkiem
dnia 4-go nie izolowano drobnoustrojéw, a przy stgzeniach 4 mcg/ml i 2 meg/ml izolowano
drobnoustroje to oznaczatoby, ze peptyd Pexiganan w stezeniu 8 mcg/ml skutecznie
wyeliminowat zanieczyszczenie nasienia drobnoustrojami, ktére dostaty si¢ do niego w
trakcie pobierania. W przypadku knura B i knura D wszystkie stezenia peptydu Pexiganan
wydaje sie, ze skutecznie wyeliminowaty zanieczyszczenie bakteryjne nasienia po
rozrzedzeniu go w rozciericzalnikach zawierajgcych ten peptyd. Wyniki te miatyby wieksza
moc, gdyby Doktorantka zbadata mikrobiologicznie nasienie przed rozrzedzeniem. Pomimo
tego zastrzezenia wynik w przypadku knura A jest wartosciowy, sugeruje skuteczno$¢
Pexiganonu i wskazuje kierunek w jakim nalezatoby prowadzi¢ dalsza ocene tego peptydu.
Natomiast komentarz do tej tabeli zawarty na stronie 59 jest zbyt lakoniczny i chyba
Doktorantka nie dostrzegta informacji jakie zawiera Tabela 16.

Podobnie analiza Tabeli 17 moze sugerowad, z zastrzezeniami, ktore recenzujacy przedstawit
powyiej, ze peptyd Temporin A w przypadku knura A i knura B w wyzszych koncentracjach
ograniczat zanieczyszczenia bakteryjne nasienia. Tu takze wyniki sugeruja kierunek w jakim
nalezatoby prowadzi¢ dalsze badania.

Tabela 18 przedstawia wyniki badania mikrobiologicznego nasienia knuréw po 11 dniach
przechowywania w rozcienczalniku z dodatkiem daplomycyny. Wskazujg one, ze
daplomycyna nie eliminowata skazenia bakteryjnego nasienia w poréwnaniu do dwéch
rozciericzalnikdw referencyjnych zawierajacych gentamycyne. To, Ze w nasieniu knura rasy
pietrain nie wykrywata Doktorantka bakterii moze $wiadczy¢ o tym, iz narzady rozrodcze
knura nie byty zakazone, a pobieranie nasienia odbyto sie z zachowaniem wszelkich zasad
aseptyki.

Jak wynika z Tabeli 19 rozcieficzalnik z dodatkiem polimiksyny wtasciwie nie eliminowat
skazenia bakteryjnego w poréwnaniu do rozcienczalnikéw referencyjnych i ponownie
nasienie knuréw rasy pietrain byto wolne od zanieczyszczen bakteryjnych przez caty cykl
doswiadczenia, niezaleznie od rozciefczalnika w jakim zawieszono plemniki. Moze to
sugerowac jakas szczegdlng whasciwosc tej rasy.

Jak chodzi o gatunki drobnoustrojéw izolowanych z nasienia byta to flora bakteryjna
warunkowo chorobotwdrcza wystepujgca dos¢ powszechnie w Srodowisku hodowli zwierzat.




Doktorantka wskazuje, ze w przypadku daptomycyny obserwowata wzrost na podtozach
mikrobiologicznych bakterii Gram-ujemnych, co moze sugerowac skutecznos$¢ tego peptydu
w eliminowaniu bakterii Gram-dodatnich. Uwaga ta jest cenna, bowiem w skojarzeniu z
innym peptydem np. polimiksyng, na ktorg Doktorantka wskazuje na podstawie wynikéw
badan mikrobiologicznych nasienia zawartych w Tabeli 19 (skutecznosé w eliminowaniu
bakterii Gram- dodatnich) mozna stworzy¢ kompozycje skutecznie eliminujgca bakterie obu
grup. | te koncepcje Doktorantka poddata ocenie wykonujac doswiadczenie z
rozcieficzalnikiem zawierajgcym oba peptydy: daptomycyne i polimiksyne, a wyniki
przedstawita w Tabeli 20. Z nasienia przechowywanego w takim rozciericzalniku Doktorantka
izolowata tylko drobnoustroje z rodzaju gronkowcoéw, co, z kolei, moze sugerowag, iz
kompozycja ta dziata selektywnie.

Kolejna tabela — Tabela 21 — przedstawia wyniki oceny mikrobiologicznej nasienia
rozrzedzonego rozciericzalnikiem z dodatkiem peptydu Camel po 11 dniach przechowywania.
Okazuje sie, ze zaréwno stezenie 32 mcg/ml i 4 mcg/ml peptydu Camel skutecznie
eliminowato zanieczyszczenia bakteryjne nasienia drobnoustrojami. O ile wynik ten moze
budzi¢ pewne nadzieje na zastosowanie peptydu Camel jako dodatku eliminujacego
drobnoustroje z nasienia, to w kontekscie uzyskanych przez Doktorantke negatywnych
wynikéw badan nad wptywem peptydu Camel na ruchliwosé¢ nasienia te ostatnie eliminujg
ten peptyd jako kandydata do rozcienczalnikéw nasienia. Chyba, ze beda prowadzone dalsze
badania nad koncentracja 4 mcg/ml peptydu Camel jako dodatku do rozciericzalnika
nasienia.

Tabela 22 zawiera ocene mikrobiologiczng nasienia 4 knuréw po 11 dniach przechowywania
w rozcienczalniku zawierajgcym peptyd Palm-KK-NH2. Przy stezeniu 4 mcg/ml Palm-KK-NH;
w nasieniu trzech knurdéw nie stwierdzono drobnoustrojow, a u jednego wyizolowano
bakterie, ktdrych nie zidentyfikowano.

Kompilujgc wyniki badania ruchliwosci nasienia z wynikami badan mikrobiologicznych
Doktorantka stwierdza, ze nie zawsze zanieczyszczenie bakteryjne byto jednoznaczne z
obnizeniem jakosci nasienia. W prébkach, w ktérych stwierdzono obecnos$é Proteus spp.
ruchliwosé nasienia wynosita maksymalnie 45% (5-45%), natomiast w niektérych prébkach
zanieczyszczonych gronkowcami obserwowano nawet 80% (0 — 80%) plemnikéw o ruchu
postepowym.

Podsumowujac ten etap badan Doktorantka stwierdzita, ze nasienie wykazywato duzg
zmiennos$¢ sktadu zanieczyszczenia mikrobiologicznego, co nie pozwolito , w sposéb
jednoznaczny, oceni¢ wptywu badanych peptydéw na obecne w nasieniu bakterie w
przeprowadzonym doswiadczeniu. Recenzujacy podziela stanowisko Doktorantki zauwazajac
jednoczesnie, ze juz samo podjecie zagadnienia zastapienia klasycznych antybiotykéw innymi
substancjami byto niezwykle cenng inicjatywa w kontekscie przedstawionym na wstepie
recenzji. Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan sg cenne, gdyz wskazuja kierunki w
jakich nalezatoby p6js¢ z dalszymi badaniami. Poniewaz wyniki badan z nasieniem
zanieczyszczonym w sposdb naturalny nie daty jednoznacznej odpowiedzi na temat
skutecznosci peptyddéw w eliminowaniu bakterii i chociaz Doktorantka przeprowadzita
kompleksowg identyfikacje bakterii obecnych w nasieniu, to postanowita zweryfikowa¢




skutecznos$é wybranych peptydéw w stosunku do szczepéw bakterii testowych
(wzorcowych), ktére uzyskata z kolekceji znanych laboratoriéw mikrobiologicznych, a ktére
reprezentowaty grupy i rodzaje drobnoustrojéw wystepujacych w nasieniu pobranym od
knuréw. Jako antybiotyk referencyjny Doktorantka uzyta gentamycyny. Wyniki tych badan
znajduja sie w Tabeli 23. Pexiganan, Camel, polimiksyna b w koncentracji 8 mcg/ml
skutecznie eliminowaty zaréwno gronkowce jak i pateczki Gram-ujemne. Kompozycja
peptydoéw polimiksyna b i daptomycyna skutecznie eliminowata wszystkie szczepy testowe
(wzorcowe) w stezeniach 8, 4 i 2 mcg/ml za wyjatkiem Staphylococcus aureus. Natomiast ani
Temporin A, ani Tymozyna B4 nie hamowaty wzrostu bakterii testowych w zastosowanych
koncentracjach. Najsilniejsze dziatanie wobec Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa
wykazata polimiksyna b i to w stezeniach 1 — 8 mcg/ml. Doktorantka badata jeszcze rézne
kompozycje peptydédw w stosunku do bakterii testowych. Wyniki tych badan znajduja sie w
Tabeli 24. Zaréwno Paxiganan z daptomycyna jak i Camel z daptomycyna skutecznie
eliminowaty bakterie testowe w koncentracjach 16+2 mcg/ml i 8+1 mcg/ml. Pozostato
jeszcze zbadac wptyw kompozycji peptyddw na fizjologie nasienia. Wyniki tych badan
przedstawia Tabela 25, Wykres 8 i Tabela 26. Ten etap badan Doktorantka podsumowata
stwierdzeniem, ze nie wystapity istotne réznice w przezywaniu nasienia przechowywanego w
rozcieficzalniku z dodatkiem peptyddéw Pexiganan i daptomycyny w poréwnaniu do
pozostatych rozcienczalnikéw (referencyjnych), chociaz, jak pokazano na wykresie 8
wystgpity zupetnie inne tendencje w ruchliwosci nasienia poszczegdélnych knuréw. Tylko
ruchliwos$¢ plemnikéw knura B i knura E pozostawata na niezmienionym poziomie przez
okres 13 dni przechowywania w rozciericzalniku z dodatkiem Pexiganana i daptomycyny w
poréwnaniu do rozcienczalnikdw referencyjnych. Natomiast w nasieniu pochodzgcym od
knuréw A, Ci D rozrzedzonym rozciericzalnikiem zawierajacym peptydy Pexiganan i
daptomycyne nie stwierdzano ruchu plemnikéw po 6, 8 11 dniach przechowywania
(odpowiednio). Takze ocena wystepowania plemnikéw apoptotycznych w nasieniu
przechowywanym w rozcienczalniku z dodatkiem peptydéw Pexiganan i daptomycyna
wypadta niezbyt korzystnie w poréwnaniu do rozciericzalnikdw referencyjnych.

Rozdziat ,Dyskusja” liczy 8 stron, na ktérych Doktorantka przedstawita analize wynikéw
wtasnych badan w konfrontacji z literaturg. Doktorantka omawia szczegétowo
mikrobiologiczne zanieczyszczenia nasienia knura przedstawiajac wpltyw tego
zanieczyszczenia na ruchliwos¢ i zmiany morfologiczne plemnikdw oraz zagrozenie dla samic
i nowonarodzonych prosiat. Podkresla, ze w przeprowadzonych badaniach obserwowata
zaréwno brak zanieczyszczen bakteryjnych w nasieniu, jak i duzg zmiennos¢ spektrum flory
bakteryjnej w trakcie przechowywania nasienia we wszystkich badanych rozcienczalnikach.
Wykazata, ze efekt bakteriobdjczy rozcienczalnika zalezy od rodzaju bakterii i rodzaju ostony
antybiotykowej. W literaturze jest wiele publikacji wskazujacych na zalety peptydow jako
substancji antybakteryjnych i to analiza literatury skierowata Doktorantke do oryginalnej
koncepcji wykorzystania tych zwigzkéw jako substancji przeciwbakteryjnych do
rozciericzalnikéw stosowanych do konserwacji nasienia. W swoich badaniach wykazafa, ze
peptydy Camel, Temporin A wptywaty negatywnie na plemniki knura, ale byty tez peptydy,
jak Pexiganan, daptomycyna, ktdre nie obnizaty jakosci nasienia, a wykazywaty dziatanie
przeciwbakteryjne. Doktorantka ma swiadomoé¢, iz przeprowadzone badania i uzyskane




wyniki nie pozwalaja okredli¢ szczegétowo warunkéw zastosowania peptydow do
konserwacji nasienia. Recenzujacy chciatby jednakowoz podkredli¢, ze sg to badania
pionierskie nad zastgpieniem klasycznych antybiotykéw innymi substancjami, a uzyskane
przez Doktorantke wyniki sa cenne, wskazujg bowiem kierunki w jakich nalezatoby p6js¢ przy
planowaniu kolejnych eksperymentéw.

Rozprawe koriczy 7 wnioskéw wyprowadzonych na podstawie uzyskanych wynikéw badan.
W pewnym sensie sg one powtdrzeniem wynikdw badan. Wniosek 2 i 3 mogtyby by stanowic
jeden wniosek, gdyz chodzi tu o wptyw wymienionych w nich peptydéw na ruchliwos¢ i czas
przezywania nasienia zawieszonego w rozciericzalnikach je zawierajgcych. Wniosek 7 maégtby
by¢ ograniczony do sformutowania: ,Uzyskane wyniki wskazuja........ "

Na koricu rozprawy Doktorantka zamiescita wykaz literatury obejmujacy 144 pozycje
pismiennictwa swiatowego i krajowego oraz spis tabel, wykreséw i zdjec.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka podjeta pionierska probe zastgpienia
klasycznych antybiotykéw substancjami wykazujacymi aktywnosé antybiotyczna. Dos¢ duzg
trudnos¢ stanowito dobranie odpowiednich stezer wybranych substancji —zamiennikéw
antybiotykdw, gdyz Doktorantka poruszata sie w dos¢ waskim zakresie pomiedzy
koncentracja peptydu nie uszkadzajgca plemnikdw a koncentracja wykazujaca site
bakteriobdjcza. Obszar ten mozna nazwac indeksem skutecznosci badanego peptydu,
analogicznie do indeksu terapeutycznego, ktéry okresla obszar, w ktorym klasyczny
antybiotyk wykazuje dziatanie terapeutyczne nie wykazujac jeszcze dziatania toksycznego.
Ale jak wykazata Doktorantka spektrum zanieczyszczenia mikrobiologicznego nasienia, a
takze rasa knura, od ktérego pobrano nasienie miaty wptyw na ocene danego peptydu.
Jednym z cennych aspektow pracy jest proba zastgpienia klasycznych antybiotykéw innymi
substancjami antybiotycznymi, co recenzujgcy kilkakrotnie wspomniat w niniejszej ocenie
rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Porankiewicz.

Z obowigzku recenzenta chciatbym zwrdéci¢ uwage na pewne niedociagniecia, ktore
zauwazytem w trakcie czytania rozprawy:

- korzystnym bytoby uzupetnienie rozprawy o wykaz skrotow,

- tekst streszczenia angielskiego pomija dos¢ chyba istotng informacje zawartg w
streszczeniu polskim,

- str. 9 ,zakazenie nasienia” raczej zanieczyszczenie nasienia drobnoustrojami,
- str. 10 — spotykanymi w nasieniu — raczej wystepujacymi w nasieniu,

- str. 10 —taksonomia — dotyczy Bacillus — nie mozna powiedzie¢, ze jest to ,szczep wyzej
wymienionych rodzajéw bakterii" gdyz ,, wyzej wymienione” to sg pateczki i ziarniaki, a
Bacillus jest laseczka i jest to inna grupa taksonomiczna. Wystarczytoby podac, ze np.
wyosobniono réwniez bakterie z innych grup taksonomicznych jak: Enterobacter, Bacillus,
Klebsiella, Serratia,

- str. 10 — zamiast ,nieruchliwe” - nie wykazujace ruchu,




- str. 10-11 — MRSA to Staphylococcus aureus a nie S. epidermidis | nie MRSE tylko MRSA,

- str. 14 - chyba przez pomytke w akapicie omawiajgcym antybiotyki stosowane do
konserwacji nasienia zaliczono aminokwas tyrozyne. Wprawdzie jest ona sktadnikiem
roztwordw uzywanych do konserwacji nasienia, ale nie wykazuje dziatania typowego dla
antybiotykow,

- str. 68 — uzyto terminu ,préba”, podczas gdy w rzeczywistosci byly to prébki nasienia,

- w rozdziale ,Materiaty i metody” brak informacji nt. testéw analizy statystycznej jakie
zastosowata Doktorantka do oceny wynikéw uzyskanych w eksperymentach.

Powyzsze uwagi w niczym nie umniejszaja wartosci merytorycznej rozprawy i majg charakter
uwag korekcyjnych.

Reasumujac, stwierdzam, ze rozprawa mgr inz. Joanny Porankiewicz pt.: Zastosowanie
substytutéw antybiotykéw konwencjonalnych w konserwacji nasienia knura” odpowiada
warunkom okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz warunkom okreslonym w
§6. Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrze$nia 2011 r. w
sprawie szczegétowego trybu i warunkdw przeprowadzania czynnosci w przewodach
doktorskich, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu
profesora, dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Instytutu Zootechniki — Pafistwowego
Instytutu Badawczego wniosek o dopuszczenie mgr inz. Joanny Porankiewicz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Putawy, dn. 20.06.2021 0

" ( .
N / '\ 5%
) "

=5
,t——- ‘ A 1 [ ( 1 //
[/ '\/ AV
P = )
/, Prof. dr hab. Jan F. ,;:/,;F‘,:,_\:;W,_,”g:,_&\-’/ /




