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Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Aleksandry Kalinskiej - tukasiewicz
podejmuje sie rozwigzania niezmiernie istotnego, z punktu widzenia hodowcy, problemu
leczenia zapalenia wymienia wywotanego przez patogeny obecne w $rodowisku
produkcyjnym stada kréw mlecznych. Prowadzona od niemal 50 lat jednostronna selekcja
bydta w kierunku zwiekszenia wydajnosci mlecznej kréw doprowadzita miedzy innymi do
pogorszenia sig cech zdrowotnych bydta mlecznego. Mastitis, czyli zapalenie gruczotu
mlekowego, jest najpopularniejsza jednostka chorobowa diagnozowang u bydta mlecznego.
Nadmierne wykorzystanie antybiotykdw w terapii mastitis, przyczynito sie do powstania
szczepow opornych na leczenie. Jest to obecnie na tyle palacy problem, ze
antybiotykoodpornos¢ dotyczy réwniez spoteczeristwa mieszkajacego na wsi. Dostepne
publikacje naukowe potwierdzaja fakt, ze w regionach o intensywnej produkcji zwierzecej
stosuje sig silniejszg terapie antybiotykowg w leczeniu choréb u ludzi, niz w podobnych
przypadkach w miescie. Ten fakt stat sig przyczyna zmiany podejécia do dalszej intensyfikacji
produkcji zwierzgcej i kierunkéw doskonalenia kréw mlecznych w strone wyboru zwierzat
odpornych i zywotnych, dobrze dostosowanych do lokalnych warunkéw produkgcji. Selekcja
zwierzat hodowlanych jest jedng z proponowanych metod ograniczania przypadkéw zapalen
wymienia w stadzie. Innym rozwigzaniem tego problemu jest ukierunkowanie badan na
poszukiwanie markeréw diagnostycznych oraz alternatywnych proceséw terapeutycznych,
szczegolnie w przypadku wystapienia formy podklinicznej mastitis.

Sktonnosc krow do zapaleri wymienia uwarunkowana jest nie tylko genetycznie. Ma ona
rowniez silne podioze Srodowiskowe zwigzane przede wszystkim z jakoscig zywienia i
utrzymania zwierzat, jak réwniez z technika i higiena doju. Zle wyregulowane i

niekonserwowane urzadzenia udojowe w znacznym stopniu zwiekszajg ryzyko uszkodzen



tkanki gruczotu sutkowego lub zwieraczy strzykédw, tym samym utatwiajgc wnikniecie
patogenéw do wnetrza wymienia.

Jeszcze w 1950 r. jedna krowa mleczna produkowata w Polsce okoto 2650 kg mleka
rocznie. Dzisiaj przecietny holsztyn produkuje srednio ponad 11 500 kg mleka, a nagrodzona
w 2017 roku krowa, Selz-Pralle Aftershock 3918, wyprodukowata 39 095 kg mleka czyli ponad
100 kg kazdego dnia. Powstaje zatem pytanie, czy tak prowadzona hodowla zmierzajgca do
osiggania coraz wiekszych wydajnosci mlecznych i oparta na blizej lub dalej spokrewnionych
ze sobg osobnikach nie jest slepym zautkiem ? Obecnie wiele zwigzkéw hodowlanych podjeto
walke z tg niekorzystng tendencja, panujaca w hodowli bydfa. W stosowanych indeksach
selekcyjnych coraz wieksze wagi ekonomiczne przypisuje sie takim cechom uzytkowym jak:
dtugowiecznos$¢, ptodnosé, budowa ciata sprzyjajgca poprawie cech motorycznych i
optymalizacji formy wymienia i strzykdw. U ras dwustronnie-uzytkowych zwieksza sie
ponownie wage cech uzytkowosci miesnej lepiej skorelowanych z cechami zdrowotnymi
bydta. W indeksie selekcyjnym bydta rasy simentalskiej w Austrii 38% stanowia cechy
uzytkowosci mlecznej, 18% miesnej, a 44% cechy zwigzane z ptodnoscia i zdrowiem. W tym
sensie praca doktorska mgr inz. Aleksandry Kalinskiej - tukasiewicz wychodzi na przeciw
oczekiwaniom hodowcow bydta. Nie mozna bowiem przejsé do porzadku dziennego nad tym,
ze $rednia dtugosc¢ uzytkowania krow mlecznych w stadzie waha sie w okolicy 2,5 laktaciji.
Krowy z reguty brakowane sg z powodu nieptodnosci, badz klinicznych stanéw zapalenia
wymienia i wysokiego poziomu komodrek somatycznych w mleku. W rezultacie w wyniku
wysokiego brakowania kréw w stadzie, czesto w okolicy 30%, hodowca nie moze skutecznie
prowadzi¢ selekcji wtasnych zwierzat w pozgdanym kierunku, gdyz ma ciagly deficyt jatowek z
wlasnego chowu. Jeéli chodzi o krowy mleczne, dopiero krowa w trzeciej laktacji zwraca
rolnikowi naktady na jej odchéw od urodzenia do krowy pierwiastki. Dlatego coraz czesciej
ceche funkcjonalng jaka jest dtugowiecznos¢ wiacza sie do indeksow selekcyjnych i traktuje
sie z duzg uwaga. Dtugowiecznos¢ zawiera w sobie szereg cech zwigzanych ze zdrowiem

zwierzecia w tym réwniez odpornos¢ wymienia na infekcje bakteryjne.

Charakterystyka pracy

Na 111 stronach maszynopisu znajdziemy obszerny wstep opisujacy tto prowadzonych
badan, hipotezy badawcze, cel i zakres pracy, materiat i metody badawcze wraz opisem
przeprowadzonych analiz zebranego materiatu, wyniki i ich omoéwienie oraz wnioski koficowe
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bedace podsumowaniem prac eksperymentalnych. Doktorantka zatgczyta ponadto wykaz
zastosowanych w pracy skrotéw, spis cytowanych artykutéw liczacy 58 pozycji oraz zbior
trzech publikacji, ktére sg podstawa przedstawionego do recenzji rekopisu pracy doktorskiej.
Rekopis zostat uzupetnionych o oswiadczenia wspétautoréw publikacji i zatacznik numer 1
bedacy podsumowaniem dotychczasowych osiggnie¢ naukowych i publikacyjnych mgr inz.
Aleksandry Kaliriskiej — tukasiewicz. W tabeli nr 1 zawarte jest sumaryczne zestawienie
dorobku publikacyjnego doktorantki.

Zbior publikacji naukowych wchodzacych w sktad dysertacji doktorskiej stanowig nastepujace
pozycje:

1. KALINSKA A., WOICIK A., SLOSARZ J., KRUZINSKA B., MICHALCZUK M., JAWORSKI S.,
WIERZBICKI M., GOtEBIEWSKI M., 2018: Occurrence and aetiology of Staphylococcal mastitis
- a review. Animal Science Papers & Reports, 36(3): 263-273 (40 pkt.*, IF 0,697*)

2. PUPPEL K., KALINSKA A., KOT M., SLOSARZ J., KUNOWSKA-SLOSARZ M., GRODKOWSKI G.,
KUCZYNSKA B., SOLARCZYK P., PRZYSUCHA T., GOLEBIEWSKI M., 2020: The effect of
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. and Enterobacteriaceae on the development of whey
protein levels and oxidative stress markers in cows with diagnosed mastitis. Animals, 10(9):
1591. https://doi.org/10.3390/ani10091591 (100 pkt., IF 2,752)

3. KALINSKA A., JAWORSKI S., WIERZBICKI M., GOLEBIEWSKI M., 2019: Silver and copper
nanoparticles—an alternative in future mastitis treatment and prevention?

International Journal of Molecular Sciences, 20(7): 1672.
https://doi.org/10.3390/ijms20071672 (140 pkt., IF 4,556)

Co stanowi razem: 280 pkt., IF 8,005. W dwdch z nich jest pierwszym autorem, a jednej
drugim.

W obszernym wprowadzeniu mgr inz. Aleksandra Kaliriska - tukasiewicz zdefiniowata
pojegcie mastitis i przyczyny wystgpowania tej choroby w stadzie. Stan zapalny gruczotu
mlekowego, jak podkreslita, jest jedng z najczestszych choréb wystepujgcych w stadach bydta
mlecznego, ktora istotnie wptywa na wzrost kosztéw produkcji i pogorszenie dobrostanu
zwierzgt. Szacuje sig, ze chore zwierzeta przynoszg gospodarstwu straty w wysokoéci okoto
1000 PLN na krowe. Zapalenie wymienia wplywa rdwniez na pogorszenie jakosci
mikrobiologicznej, cytologicznej i technologicznej mleka. Chore osobniki sg tez rezerwuarem
patogenow w stadzie. Zapalenie wymienia wystepuje w dwoch postaciach: klinicznej i
subklinicznej. Zmiany kliniczne sa dobrze widoczne w postaci obrzeku lub zaczerwienienia
wymienia, bolu lub podwyzszonej temperatury. Réwniez w mleku mozna rozpoznaé zmiany w

postaci skrzepéw (m.in. grudki, ktaczki), spowodowane reakcjg uktadu immunologicznego

krowy. W stadach bydta przewaza jednak trudniejsza do wykrycia posta¢ subkliniczna tej



choroby, ktéra przebiega bezobjawowo, a jedynym jej wskaznikiem jest podwyzszona liczba
komorek somatycznych (LKS) w mleku.

W przestawionej do oceny pracy zwraca uwage zamieszczony sugestywny rysunek
przedstawiajacy stado bydta mlecznego z uwzglednieniem, w pierwszym przypadku, tylko
krow z klinicznym mastitis, a w drugim kréw z klinicznymi i subklinicznymi postaciami mastitis.
Jest to opracowanie wtasne doktorantki. Zwtaszcza ten drugi przypadek sugeruje, ze problem
jest niezwykle powazny. Jak wspomniata w swoim wprowadzeniu doktorantka, zwtaszcza
profilaktyka zakazen patogenami przenoszonymi w stadzie z krowy na krowe, gtdéwnie podczas
procesu dojenia, ma w tym przypadku duze znaczenie. Niestety drobnoustroje srodowiskowe
wystepujgce w otoczeniu kréw mlecznych biorgce udziat w procesie zapalnym wykazujg coraz
mniejszg podatnos¢ na antybiotyki. Dlatego, oprocz modernizacji systemow utrzymania i doju
krow mlecznych, poprawy jakosci zywienia i mikroklimatu w budynkach gospodarczych,
poszukuje sie nowych alternatywnych substancji i rozwigzan mogacych znalez¢ zastosowanie
w leczeniu i profilaktyce mastitis. Jedng z nich jest wykorzystanie roztworédw nanoczasteczek
metali szlachetnych oraz ich zdolnosci do synergistycznego oddziatywania miedzy soba, a
takze z innymi substancjami aktywnymi. Nanoczastki metali szlachetnych posiadaja
wiasciwosci antybakteryjne i ich zastosowanie mogtoby pozwoli¢ na skrécenie okresu terapii,
jednoczesnie zwiekszajac jej skutecznosé, pomimo antybiotykoopornosci bakterii.

Nanoczgstki metali m.in. srebra i miedzi z powodzeniem stosuje sie w chemii gospodarczej,
w Srodkach dezynfekcyjnych i myjacych oraz przemysle kosmetycznym. Czesto na
opakowaniach spotykamy napisy o wykorzystaniu nanotechnologii w produkcji tej czy innej
substancji. Pomyst mgr inz. Aleksandry Kalifiskiej — tukasiewicz praktycznego wykorzystania
nanoczastek srebra i miedzi, jako alternatywy dla tradycyjnych srodkow przeciwbakteryjnych
i antybiotykow w profilaktyce zapalen gruczotu mlekowego mogtby spetni¢ oczekiwania
producentéw mleka i lekarzy weterynarii. Jedng z najwazniejszych zalet zastosowania tej
metody jest brak ryzyka wystgpienia opornosci na NPs (nanoczastki). Drugim wainym
aspektem jej zastosowania moglaby by by¢ redukcja ilosci stosowanych antybiotykow w
profilaktyce i terapii tej choroby. Profilaktyka mastitis to, jak na razie, najskuteczniejsza i
najlepsza dla zwierzat metoda przeciwdziatania zapaleniu wymienia.

Postawione przez mgr inz. Aleksandre Kalifskg — tukasiewicz hipotezy badawcze, cele i
zakres pracy wskazuja na kompleksowe podejscie do badan nad przydatnoscig nanoczastek

srebra i miedzi w profilaktyce zapalen wymienia u krow. Stusznie tez zatozono, ze biatka
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serwatkowe moga by¢ markerami diagnostycznymi zapalenia gruczotu mlekowego, co w
duzym stopniu utatwitoby wykrywanie zapalenia wymienia i kontrole skutecznosci
zastosowanej terapii. Zatozono tez, ze nanoczastki srebra (AgNPs) i miedzi (CuNPs) nie beda
miaty toksycznego wptywu na tkanke gruczotu mlekowego badanych linii komérkowych BME-
UV1 (bydlece) oraz HMEC (ludzkie) i majg wlasciwosci antybakteryjne.

Podjeta w pracy doktorskiej tematyka badan zwigzana byta z realizacja nastepujacych
celdow badawczych :

1. Zbadanie wptywu Staphylococcus spp., Streptococcus spp. i Enterobacteriaceae na sekrecje
bioaktywnych biatek serwatkowych i ksztattowanie sie poziomu markeréw stresu
oksydacyjnego w mleku kréw.

2. Zbadanie wptywu (toksycznosci) dostepnych na rynku NPs i wytworzonego na ich podstawie
kompleksu na ludzkie i bydlece linie komérkowe gruczotu mlekowego.

3. Zbadanie wptywu (toksycznosci) dostepnych na rynku NPs i wytworzonego na ich podstawie
kompleksu na przezywalnos¢ patogendw i drozdzy wywotujgcych zapalenie wymienia (np.
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans).

Opisany przez mgr inz. Aleksandre Kalinskg - tukasiewicz zakres i metodologia badan
dotyczyly dziatan zmierzajacych do potwierdzenia zatozonych hipotez badawczych i nie budza
zastrzezen recenzenta.

Doktorantka podjeta sie zatem okreélenia zaleznosci miedzy patogenami wywotujacymi
stan zapalny gruczofu mlekowego a uktadem odpornosciowym krowy, a takie miedzy
poziomem biatek serwatkowych, a szczepami patogenéw mastitowych oraz miedzy poziomem
biatek serwatkowych, a iloscig LKS i CFU (kolonii bakteryjnych) w mleku krow.

W toku dalszych badann mgr inz. Aleksandra Kalinska - tukasiewicz ocenita wtasciwosci
fizykochemicznych AgNPs i CuNPs AgCuNPs wykorzystanych w doswiadczeniach, potencjatu
Zeta oraz rozktadu wielkosci. Oznaczyta tez wielkosci oraz struktury NPs i wytworzonego przez
nie kompleksu oraz okreslita stopien toksycznosci AgNPs, CuNPs i AgCuNPs w warunkach in
vitro z wykorzystaniem komorek tkanki gruczotu mlekowego linii bydlecej (BME-UV1) oraz
ludzkiej (HMEC). Ocenita tez zywotnos¢ komorek HMEC i BME-UV1 po traktowaniu ich
nanoczastkami AgNPs, CuNPs i AgCuNPs.

W badaniach nie pominieto réwniez, cytuje: ,przeprowadzenia oceny integralnosci bton
komdrkowych nabtonkowych komérek sutkowych po traktowaniu AgNPs, CuNPs i AgCuNPs”,

co miafo duze znaczenia dla ustalenia optymalnych stezern AgNPs, CuNPs i AgCuNPs majgcych
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dziatanie bakteriobdjcze dla patogendw z gatunkow: Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterobacter cloace, Streptococcus agalactiae, Candida albicans.
Zacytowane sformutowanie wydaje sie by¢ niespdjne z tekstem zawartym w publikacji
angielskojezycznej, w ktorym jest mowa o komorkach gruczotu sutkowego, albo o btonie tych
komorek. Proponuje uscisli¢ polskg terminologie tego opisu.

Badania in vitro zostaty przeprowadzone w laboratoriach Katedry Hodowli Zwierzat,
Instytutu Nauk o Zwierzetach, Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
Doswiadczenia terenowe wykonane byty w Rolniczym Zaktadzie Doswiadczalnym Wilanow-
Obory. Przeanalizowano 600 probek mleka pobranych od 60 krow wielorédek z doju
¢wiartkowego. Wybrane do doswiadczenia krowy charakteryzowaty sie podwyiszong liczba
komdrek somatycznych wskazujacg na podkliniczny stan zapalenia wymienia. Krowy nie byly
poddawane terapii antybiotykowej.

Na uwage zastuguje wykorzystanie przez doktorantke nowoczesnych metod
laboratoryjnych do oceny jakosci cytologicznej pobranego mleka, okreslenia poziomu
aldehydu di-malonowego i potencjatu antyoksydacyjnego TAS oraz koncentracji biatek
serwatkowych. Wykorzystano Test PrestoBlue® (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) —w
ocenie potencjatu oksydoredukcyjnego komadrek gruczotu sutkowego linii bydlecej (BME-UV1)
i cztowieka (HMEC) oraz do okreslenia zywotnodci patogenéw wywotujgcych zapalenia
wymienia u bydfa. Potencjat Zeta wybranych nanoczgstek i kompleksu AgCuNPs zostat
oznaczony za pomocg aparatu Zetasizer Nano ZS. Rozktad wielkosci nanoczgstek oznaczono
poprzez analize zdje¢ uzyskanych dzieki wykorzystaniu elektronowego mikroskopu
transmisyjnego oraz ocene ich wielkosci hydrodynamicznej. W tym celu przygotowano
rowniez do badan hodowle komodrkowe gruczotu sutkowego linii bydlecej i cztowieka.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej z zastosowaniem procedury GLM, w
ktérej na poziom bioaktywnych biatek serwatkowych i markeru stresu oksydacyjnego (MDA)
zbadano wptyw LKS i poszczegéinych szczepow bakteryjnych (Enterobacteriaceae,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp.). Istotnosé réznic pomiedzy poziomami czynnika
oszacowano testem Duncana. Liczbe bakterii przedstawiono jako log CFU/ml mleka, czyli
liczby jednostek tworzacych kolonie w 1 ml mleka. W analizie statystycznej zastosowano
podziat na trzy grupy kréw uwzgledniajac liczebnos$¢ poszczegdinych kolonii bakterii: 0
CFU/ml, 0,1-1 CFU/mli>1,1 CFU/ml. Grupa kontrolna sktadata sie z krow, ktdre wyleczyty stan

zapalny lub zabity patogen zapalenia strzyka o ilosci 0 CFU/mlI, ktére bylty odniesieniem do
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porownania z mlekiem krow zakazonych o CFU od 0,1-1,0 i >1,1 CFU/ml. Krowy podzielono
rowniez na trzy grupy pod wzgledem LKS. W pierwszej LKS byta <200 000 komérek/ml, w
drugiej wahata sie od 200 000 do 400 000 komérek/ml, a w trzeciej byta wieksza niz 400 000
komérek/ml. Grupa kontrolna sktadata sie z prébek mleka kréw o LKS <200 000.

Wyniki doswiadczenia wykazaty istotng zaleznos¢ miedzy stezeniem MDA, a LKS (P<0,01).
Wysoki poziom MDA (28,749 nM/ml) (nanomol/ml) uzyskano w mleku o LKS>400 000
komorek/ml, co sugeruje, ze krowy byly narazone na stres oksydacyjny. Wykazano, ze mleko
0 wyiszej LKS zawiera wigcej komorek wielojgdrzastych, co sprzyja reakcjom oksydacyjnym.
Wykazano réwniez, ze wysoki poziom TAS w mleku kréw, w ktérym LKS <200 000/ml wskazuje,
ze zdrowe krowy moga miec¢ wyiszy potencjat antyoksydacyjny. Stezenie biatek serwatkowych
w mleku krow z zapaleniem wymienia jest wyzsze niz u zdrowych kréw.

Omawiajac wyniki zakazenia florg bakteryjng mgr inz. Aleksandra Kalinska — tukasiewicz
stwierdzita, ze szczepy Enterobacteriaceae z log CFU>1,1 moga wywotaé stres oksydacyjny
(spadek TAS i zwigkszenie zawartosci MDA). Wykazata tez istotng zalezno$¢ miedzy stezeniem
MDA, a obecnoscig Enterobacteriaceae w badanym materiale (P<0,01). W przypadku
poziomow Lz i Lf stwierdzono zaleznos¢ od CFU dla Enterobacteriaceae > 1,1 log CFU/ml.
Otrzymane wyniki znajdujg potwierdzenie w opublikowanych badaniach innych autoréw.
Obecnosc¢ bakterii z rodzaju Staphylococcus spp. w mleku istotnie wptyneta na wzrost stezenia
BLG. W dyskusji omawiajgcej otrzymane wyniki doktorantka podkreslita, ze inni autorzy
wykazali, ze szczep bakterii Staphylococcus aureus jest przyczyna nawet do 44% klinicznych
przypadkéw zapalenia wymienia. Za to BLG ma wtasciwosci hamujgce rozprzestrzenianie sie
Staphylococcus aureus i Streptococcus uberis tym samym minimalizujac ryzyko wystgpienia
zapalen wymienia w stadzie. Te same wiasciwosci autorzy przypisali innym biatkom
serwatkowym: laktoferynie i lizozymowi, ktére dziatajagc wspdlnie ograniczajg rozwdj bakterii
gram-ujemnych.

W kolejnym doswiadczeniu przeprowadzonym przez mgr inz. Aleksandre Kaliriskg —
tukasiewicz okreslono potencjat oksydoredukcyjny komodrek sutkowych bydta i cztowieka
poddanych ekspozycji na dziatanie kompleksu AgCuNPs. Oceniono zywotno$é¢ nabtonka
komorek sutkowych HMEC i BME-UV1 po traktowaniu roztworami AgNPs, CuNPs, AgCuNPs o
réznym stezeniu. Wyniki przeprowadzonych testéw zostaty opracowane statystycznie za
pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Istotnos¢ réznic pomiedzy grupami

oceniono testem Dunkana. Przeprowadzona przez doktorantke ocena zywotnosci komodrek
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linii modelowych po traktowaniu nanoczgsteczkami o stezeniu 0,1; 0,5; 1; 2; 2,5 mg/I
wskazuje, Ze NPs nie zmniejszyly aktywnosci oskydoredukcyjnej komorek, a tym samym nie
wykazaty dziatania cytotoksycznego (P<0,05). Aktywnos¢ oksydoredukcyjna komorek linii
BME-UV1 wzrosta po ekspozycji na AgNPs o stezeniu 0,5; 1 mg/ml oraz AgCuNPs o stezeniu
0,1; 0,5 1 mg/l. W przypadku wyiszych stezern AgNPs oraz AgCuNPs aktywnosc¢
oksydoredukcyjna komodrek zmalata, ale doktorantka przypuszcza, ze ten wynik mogt byc
skutkiem np. zakazenia hodowli. W przypadku linii HMEC takiej zaleinosci nie
zaobserwowano. Oceniono rowniez integralnos¢ nabtonka komorek sutkowych HMEC i BME-
UV1 po inkubacji z AgNPs, CuNPs, AgCuNPs. Stezenia 0,5; 1; 2; 2,5 mg/| AgNPs, CuNPs i w
mniejszym stopniu CuNPs doprowadzity do zmniejszenia spontanicznego wyptywu LDH
(dehydrogenazy mleczanowej) o 20-60% i zwiekszenia integralnosci nabtonka komérek HMEC.
W przypadku komodrek BME-UV1 zaobserwowano wzrost poziomu enzymu LDH, co
potwierdza zmiane potencjatu oksydoredukcyjnego komérek w wyzszych stezeniach NPs.
Przeprowadzona w pracy doktorskiej analiza statystyczna zebranego materiatu
doswiadczalnego nie budzi zastrzezen recenzenta.

Otrzymane przez doktorantke wyniki badan wskazujg, ze zastosowanie NPs zmniejszyto
zywotnos$¢ patogendw: Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterobacter cloace, Streptococcus agalactiae i drozdzy Candida albicans w kazdej grupie.
Wyniki te potwierdzaja rowniez wczesniejsze badania innych autoréw, w ktérych AgNPs i
CuNPs oraz ich kompleks wykazywaty silne dziatanie przeciwbakteryjne, a stezenia 21 ppm
mogg znalez¢ zastosowanie w praktyce. W przedstawionych badaniach nanoczgstki AgNPs
wykazywaty najsilniejsze dziatanie antybakteryjne, a zywotnos¢ patogenow w tym przypadku
byta najnizsza (P<0,01). Dostepne publikacje i wyniki badan wtasnych doktorantki sugeruja, ze
AgNPs i CuNPs i kompleks AgCuNPs maja silne dziatanie antybakteryjne i tym samym moga
by¢ skutecznym rozwigzaniem profilaktyki zapalenia wymienia rowniez ze wzgledu na ich
synergiczny wptyw na inne patogeny. Rodzi sie zatem pytanie o koszt wprowadzenia takiej
profilaktyki do stad bydta mlecznego i dostepnosc nanopreparatow na rynku. Sugerowatbym
uwzglednic ten aspekt w kolejnych publikacjach na ten temat.

Ciekawym zagadnieniem bytoby tez przeprowadzenie genotypowania grupy krow w
stadzie wykazujgcych duzg odpornos$é jak i matg odpornosé¢ na mastitis pod wzgledem
obecnosci korzystnych polimorfizmow genow, gtownie biatek serwatkowych i zbadanie

wptywu ich ekspresji na wydajnos¢ mleczng w powigzaniu z odpornoscig krow na zapalenie
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wymienia. Wyniki badan przeprowadzonych przez mgr inz. Aleksandre Kaliriskg — tukasiewicz
wydajg sie zacheca¢ do tego typu badan i analiz. Udowodniony antagonizm genetyczny
pomigdzy wydajnoscig mleka i stanem zdrowotnym wymienia sprawia, ze od wielu lat sytuacja
w stadach krow mlecznych w tym zakresie ulega pogorszeniu. Nadzieje na jej poprawe moze
dac selekcja wspomagana markerami (MAS), w ktérej wykorzysta sie markery genetyczne do
wyboru zwierzat mniej podatnych na zapalenie wymienia. Z tego wtasnie powodu
zainteresowano sig zwigzkiem pomiedzy genami BoLA klasy Il a wystepowaniem mastitis u
krow. Sposrod gendw BolLA klasy Il najbardziej obiecujacy wydaje sie zwigzek genu BoLA-DRB3
z odpornoscia na zapalenie wymienia. Gen ten koduje miejsce wigzania peptydéw i moie
wplywac na rozpoznawanie obcych biatek. Oprécz genu Bola cztery inne geny zostaty
powigzane z odpornoscig na mastitis. Sa to: OSTF1 gen kodujgcy czynnik regulatorowy (czynnik 1
stymulujgcy osteoclasty), AHCY dziatajgcy jako inhibitor zaleinej s-adenosyl-I-methionine-reakcji
methyl transferasy, gen PRKDC kinazy biatkowej zaleznej od DNA i gen HNRPU, ktéry wigze sie z pre-
mRNA i jest sktadnikiem rybonukleosoméw. Chcgc poprawic zdrowotnosé stada musimy nie tylko
poprawic¢ srodowisko w ktérym zyja krowy, stosowaé odpowiednia profilaktyke, ale rowniez
zwroci¢ uwage na te osobniki, ktore wyjatkowo dobrze przystosowaty sie do srodowiska, w
ktorym przebywaja, sa pfodne, wykazuja dobra motoryke, nie zapadaja na choroby
metaboliczne i s3 odporne na zapalenie wymienia. Zespét takich cech nazywany jest obecnie
»odpornoscia” i charakteryzuje zwierze o wysokiej zyciowej wydajnosci, krotkich okresach
miedzywycieleniowych, dobrej kondycji zdrowotnej i wydajnosci.

W podsumowaniu wynikéw doktorantka podkreslita, ze badane szczepy bakterii miaty
wplyw na sekrecje biatek serwatkowych i poziom markeréw stresu oksydacyjnego. Stan
zapalny wywotany przez patogeny, jak stwierdzita, spowodowat wzrost stezenia biatek
serwatkowych oraz obnizenie potencjatu antyoksydacyjnego w mleku kréw. Na podstawie
badan stwierdzono, ze lizozym i laktoferyna mogg by¢ markerami diagnostycznymi zapalenia
wymienia wywotanego przez Enterobacteriaceae i Streptococcus spp. Natomiast pomiar
stezenia B-laktoglobuliny moze okazac sie przydatny w diagnozowaniu mastitis indukowanym
przez Staphylococcus spp. Okazato sig rowniez, ze Nanoczastki. AgNPs, CuNPs oraz kompleks
AgCuNPs nie wptynety negatywnie na wzrost potencjatu oksydoredukcyjnego komérek BME-
UV1iHMEC, co oznacza, Ze NPs nie mialy cytotoksycznego dziatania na linie komorek gruczotu
sutkowego bydta i cztowieka. W zwigzku z tym mgr inz. Aleksandra Kalinska — tukasiewicz

sugeruje, ze badane nanoczgstki srebra i miedzi, ktdre istotnie zmniejszaty zywotnosé



patogendéw i wykazywaty witasciwosci antybakteryjne i przeciwgrzybicze, moga by¢
alternatywa w leczeniu i profilaktyce mastitis u bydtfa.
Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji praca doktorska, sktadajgca sie z omowienia wynikdéw trzech
publikacji naukowych o sumarycznym IF = 8,005 i 280 punktéw wedtug klasyfikacji czasopism
naukowych MEIN jest przeprowadzong starannie analiza mozliwosci zastosowania
nanoczastek srebra i miedzi oraz ich konglomeratu w profilaktyce zapalenia wymienia w
stadach bydta mlecznego. Na uwage zastuguje starannie przygotowana metodyka
przeprowadzonych doswiadczen i rozszerzenie badan o biatka serwatkowe i ocene poziomu
stresu oksydacyjnego, ktére mogg byé¢, jak podkreslono, dobrym wskainikiem stanu
zdrowotnego wymienia krowy i momentu zastosowania nanoczastek srebra i miedzi w
leczeniu subklinicznego zapalenia wymienia. W oparciu o przeprowadzone badania nalezatoby
péjs¢ krok dalej i wdrozy¢ roztwory nanoczastejk srebra i miedzi o dobranym steieniu w
stadach bydta mlecznego. Ma to szczegdlne znaczenie w walce z nadmiernym
wykorzystywaniem antybiotykow w terapii mastitis i zwigzanym z tym niebezpieczenstwem
przedostawania sie pozostatosci tych lekéw do mleka. Nalezatoby przedtem jednak upewnié
sie czy nanoczastki srebra i miedzi sg rowniez obecne w mleku i jezeli tak, to opracowac
metode ich usuwania lub okresli¢ diugos¢ karencji po zastosowaniu ich roztworow lub
zastanowic sie nad sposobem odfiltrowywania nanoczgstek metali szlachetnych z mleka, ktére
mogtyby negatywnie oddziatywac na organizm cztowieka. Praca doktorska mgr inz. Aleksandry
Kalinskiej — tukasiewicz ma rowniez duze walory poznawcze i praktyczne. Moze stuzy¢ jako
przewodnik dla praktykéw zajmujacych profilaktyka i leczeniem zapalenia wymienia u kréw.
Na uwage zastuguje staranna forma przygotowania rekopisu jak i znaczny dorobek
publikacyjny doktorantki, liczacy 148 pozycji, opisany szczegétowo w zatgczonym do pracy
autoreferacie. Sumaryczny IF opublikowanych prac naukowych wynosi 13.67 i 520 pkt MEIN,

index H = 4.

Whiosek koficowy

Oceniajac wysoko poziom naukowy i oryginalnosc¢ uzyskanych wynikéw stwierdzam, ze
praca doktorska mgr inz. Aleksandry Kalinskiej - ktukasiewicz pt. ,Wykorzystanie
nanoczastek srebra i miedzi w zwalczaniu patogenow wywotujacych mastitis u krow

mlecznych” spetnia wymogi okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
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naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz.
595 z poin. zmianami) oraz w przepisach wprowadzajacych ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z péin. Zmianami). Dlatego zgtaszam wniosek do
Rady Naukowej Wydziatu Nauk o Zwierzetach SGGW w Warszawie o przyjecie pracy mgr inz.
Aleksandry Kalinskiej - Lukasiewicz i dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Réwniez z powyiszych wzgleddw zgtaszam wniosek do Rady Naukowej Wydziatu Nauk o

Zwierzetach SGGW w Warszawie o wyrodznienie pracy mgr inz. Aleksandry Kalinskiej -

0 . Toecm Sedwrd

Lukasiewicz.
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