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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
lek. wet. Marty Miszczak
pod tytutem
»Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw izolowanych od ludzi
oraz psow i kotéw, ze szczegbélnym uwzglednieniem Staphylococcus aureus

i Staphylococcus pseudintermedius”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska powstala w Katedrze
Epizootiologii z Klinikg Ptakéw i Zwierzat Egzotycznych Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu pod opiekg promotoréw
prof. dr. hab. Krzysztofa Ryputy z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu i prof. dr.
hab. Leszka Szenborna z Katedry i Kliniki Pediatrii i Chor6b Infekcyjnych Uniwersytetu

Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

Podstawe formalng do wykonania niniejszej recenzji stanowi Uchwata Rady
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu z dnia 27 czerwca
2023 roku.

Rozprawa doktorska lek. wet. Marty Miszczak po$wiecona jest ocenie czestosci
wystepowania koagulazo-dodatnich i koagulazo-ujemnych szczepéw gronkowcéw u
ludzi oraz dwéch najpopularniejszych w Polsce gatunkéw zwierzat towarzyszacych czyli

psow 1 kotow, doktadnej charakterystyce profilu fenotypowego i genotypowego



opornosci dwdch gatunkéw gronkowcédw koagulazo-dodatnich (Staphylococcus aureus i
S. pseudintermedius) na powszechnie stosowane chemioterapeutyki przeciwbakteryjne
oraz identyfikacji czynnikéw ryzyka wystepowania zakazen gronkowcowych u pséw,
kotéw iludzi. Tematyka pracy jest niezwykle aktualna. Gronkowcowe naleza nie tylko do
najbardziej rozpowszechnionych, ale réwniez najgroZniejszych drobnoustrojéw
chorobotwérczych w medycynie ludzkiej i weterynaryjnej. Szeroki zakres
wywotywanych przez nie choréb oraz ogromny potencjat do rozwijania opornosci na
powszechnie stosowane leki przeciwbakteryjne czynig z gronkowcéw niezwykle
groznych przeciwnikéw dla lekarzy medycyny i weterynarii. Dlatego kazde badania
naukowe poszerzajgce nasza wiedze na temat tych drobnoustrojéw zastuguja na uznanie.
Szczegoblnie, jezeli s to badania tak rzetelne zaprojektowane, przeprowadzone i opisane,
jak to ma miejsce w przypadku badan bedacych przedmiotem niniejszej pracy

doktorskiej.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Katedra Epizootiologii z Klinikg Ptakéw i
Zwierzat  Egzotycznych  Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu, w ktorej wykonano omawiane badania, od wielu lat
zajmuje sie problematyka zakazen gronkowcami u zwierzat towarzyszacych, co znajduje
swoje odzwierciedlenie w licznych publikacjach naukowych z tego zakresu. Dzieki
wspotpracy z Klinikami Weterynaryjnymi Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
mozliwe byto pozyskanie duzej iloSci zréznicowanego materiatu do badan
laboratoryjnych od pséw i kotéw, jak réwniez danych epidemiologicznych do dalszych
analiz. Ponadto, wspoéipraca z Katedra i Klinika Pediatrii i Choréb Infekcyjnych
Uniwersytetu Medycznego we Wrocltawiu umozliwita rozszerzenie zakresu
prowadzonych badan na ludzi, czesto bedacych wiascicielami badanych zwierzat.
Otworzyto to pole do niezwykle ciekawych analiz epidemiologicznych taczacych zyjacych
w jednym Srodowisku ludzi i zwierzeta. Wpisuje sie to idealnie w bardzo obecnie
popularng koncepcje WHO podkreslajaca istnienie $cistej i nierozerwalnej sieci
wzajemnych zalezno$ci miedzy zdrowiem ludzi, zwierzat i srodowiskiem, w ktérym zyja

(,One health”).

Omawiana rozprawa doktorska ma tradycyjna forme manuskryptu z dos¢
nietypowym jednak dla tego typu prac uktadem rozdziatéw - cele badan sg elementem

rozdziatu ,Problematyka i metoda badann wtasnych”, a dyskusja wynikéw i wnioski



wchodza w sktad rozdziatu ,Wyniki badan”. Osobiscie jestem zwolennikiem umieszczania
celow badan, dyskusji oraz wnioskéw w oddzielnych rozdziatach, co moim zdaniem

zwieksza przejrzystos¢ opisu.

We wprowadzeniu Doktorantka przedstawita znaczenie gronkowcéw w
medycynie, w ciekawy sposéb uwzgledniajac aspekty historyczne, a nastepnie doktadnie
omdwita biologie, wystepowanie, chorobotwoérczos¢, czynniki zjadliwosci i lekoopornoéé
dwoch gatunkéw gronkowcdw koagulazo-dodatnich bedgcych gléwnym obiektem jej
zainteresowania - gronkowca ztocistego i S. pseudintermedius. Wprowadzenie w sposéb
przejrzysty i wyczerpujacy przedstawia aktualng wiedze dotyczaca tematu pracy,
dostarczajgc wszystkich niezbednych informacji do petnego zrozumienia stosowanych
metod badawczych oraz znaczenia uzyskanych wynikéw. Do jego napisania
wykorzystano wtasciwie i logicznie dobrane pi$miennictwo, obejmujgce zaréwno pozycje
najnowsze jak i kluczowe starsze publikacje, stanowigce pierwotne Zrédto wiedzy
dotyczacej omawianych zagadnien. Jedynym mankamentem jest brak numeracji

najnizszego poziomu podrozdziatéw (str. 21-24).

Doktorantka postawita sobie w pracy cztery cele. Pierwszym byto sprawdzenie, jak
czesto wystepujg gronkowce u pséw, kotéw i ludzi, uwzgledniajgc zaréwno szczepy
koagulazo-ujemne, jak i koagulazo-dodatnie. Drugi dotyczyt okreslenia lekoopornosci
szczepdw na poziomie fenotypowym oraz genotypowym, ze szczegblnym
uwzglednieniem opornoéci na metycyling. Trzecim byta charakterystyka klonalna
izolatow gronkowca ztocistego w oparciu o sekwencjonowanie genu spa. Czwarty cel
obejmowat poznanie zwigzku potencjalnych czynnikéw ryzyka z kolonizacjg badanych
ludzi i zwierzat przez gronkowce, ze szczeg6lnym uwzglednieniem szczepéw koagulazo-
dodatnich czyli gronkowca ztocistego i S. pseudintermedius. Przyczyny dla ktérych
Doktorantka zdecydowata sie na wybér takich celéw zostaty obrazowo wyttumaczone, a

ich zasadno$¢ nie budzi zastrzezen.

Przeprowadzone badanie miato konstrukcje badania przekrojowego. Prawidtowo
sformutowano kryteria wigczenia i wytgczenia uczestnikéw badania. Pozwolilo to na
uzyskanie prob o stosunkowo duzej liczebno$ci - 113 pséw, 161 kotéw i 261 ludzi.
Zastosowano metody przypadkowego i celowego doboru proby badanej. Z oczywistych
wzgledéw préby nie mogly mie¢ charakteru losowego, jednakze ich duza liczebno$é

pozwala podejrzewa¢, ze z duzym prawdopodobieristwem uzyskano wyniki
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reprezentatywne dla populacji docelowych. Materiat do badan pozyskano od ludzi i
zwierzat z zachowaniem wszelkich wymogéw formalnych dotyczgcych wyrazenia przez
uczestnika badania $wiadomej i dobrowolnej zgody. W opisie doboru préby brakuje
wskazania metod statystycznych, ktérymi kierowano sie przy okreélaniu wymaganej

wielkosci préby.

Izolacje i wstepng identyfikacje bakterii z rodzaju Staphylococcus przeprowadzono
rutynowymi metodami mikrobiologicznymi (hodowla na podtozach podstawowych oraz
wybidrczo-réznicujgcych i ocena morfologii kolonii). Klasyfikacje na szczepy koagulazo-
dodatnie i koagulazo-ujemne oparto na tradycyjnej metodzie okre$lania zdolnoéci
bakterii do koagulowania kroéliczego osocza. Identyfikacje gatunkowa gronkowcéw
oparto na metodzie MALDI-TOF, a przynalezno$¢ do gatunkéw S. aureus i S.
pseudintermedius potwierdzano dodatkowo metodg PCR. Klasyfikacje gronkowca
zfocistego pogtebiono sekwencjonujgc fragmenty genu spa. Zastosowane metody sg w
peini prawidtowe i zapewniajg wysoka wiarygodno$¢ procesu identyfikacji gronkowcéw.
Lekoopornos¢ gronkowcéw badano na poziomie genotypu metodg PCR, a na poziomie
fenotypu metodg dyfuzyjno-kragzkowa oraz poprzez oznaczanie minimalnego stezenia
hamujgcego metodg seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym. Metody te s3 zgodne z
najwyzszej jako$ci standardami i pozwalajg na uzyskanie szerokiej wiedzy na temat

opornosci badanych bakterii na leki przeciwbakteryjne.

Uzyskane wyniki badan zostaty w pracy przedstawione niezwykle szczegdétowo i
udokumentowane bardzo rzetelnie. Wyizolowano 202 szczepy gronkowca zlocistego
(nalezgce do az 99 typéw spa) i 165 szczep6w S. pseudintermedius. Fenotypowo, ok. 60%-
70% nich byto oporne na penicyline klasyczna i aminopenicyliny, a 13% szczepéw
gronkowca ztocistego i 6% S. pseudintermedius na metycyline. Nie sg to wartosci
zatrwazajgce, ale duzy niepokéj budzi wysoki odsetek opornych na metycyline (18%)
wsrod 392 szczepéw gronkowcéw koagulazo-ujemnych, tradycyjnie uwazanych za
niechorobotwoércze. Jest to niezwykle ciekawa obserwacja, ktéra moze staé sie
przyczynkiem do dalszych odpowiednio ukierunkowanych badan. Na uznanie zastuguje
czg$¢ ankietowa badania, w ktorej dzieki ogromowi wtozonej pracy uzyskano bardzo
wysoki odsetek zwrotu ankiet (80%), co zdecydowanie wplywa pozytywnie na
wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Uzyskane dane pozwolity na przeprowadzenie

rozbudowanej analizy statystycznej wynikéw i uzyskanie wielu wynikow statystycznie



istotnych. Niektore z tych obserwacji stanowig bardzo interesujgce hipotezy i otwieraja
pole do dalszych badan. Z pewnos$cia badania zyskatyby na przeprowadzeniu
statystycznej analizy wieloczynnikowej obejmujgcej te czynniki, ktére spetnity w analizie

jednoczynnikowej zatozone wczeéniej kryterium istotno$ci statystycznej.

W wynikach brakuje jasnego zilustrowania prewalencji dwéch gléwnych
gatunkow gronkowcéw koagulazo-dodatnich u zwierzat i ludzi wraz z odpowiednimi
95% przedziatami ufno$ci - jej okreslenie wymaga siegania do danych w tabelachnr4i5
a nastepnie wykonania odpowiednich przeliczen. Ciekawa mogtaby byé¢ réwniez
bezposrednia analiza zaleznosci migdzy wystepowaniem genotypowej i fenotypowej
opornosci, szczegblnie w kontekscie duzych rozbieznoéci w czestosci wystepowania
wielolekoopornosci na poziomie fenotypowym i genotypowym w szczegdlnosci w

przypadku gronkowca ztocistego (tab. 25-26).

Mam pewne zastrzeZenia do sposobu przedstawiania odsetkéw zwierzat w
grupach, ktéry jest dod¢ niespéjny - czasem bez miejsc dziesietnych a czasem z dwoma
(str. 51-55). W wiekszo$ci sytuacji wystarczy podawacé jedno miejsce dziesietne. Ponadto,
w niektorych przypadkach nie jest jasne jaka liczba stanowila podstawe do liczenia
odsetka (np. str. 54) - dobra praktyka jest podawanie zaréwno licznika jak i mianownika.
W niektérych miejscach 95% przedzialy ufnosci dla odsetkéw budza watpliwosci,
gtownie w tabeli 27, np. 95% przedziat ufnosci dla odsetka 1/1 czyli 100% nie jest réwny
od 100% do 100% a raczej od ok. 20% do 100% (moga wystgpi¢ réznice w zaleznosci od
metody liczenia), poniewaz oszacowanie oparte na jednym elemencie jest bardzo
niedoktadne. Podobnie dla niskich odsetkéw (np. 1/92, 1,1%) dolna granica ufnoéci nigdy

nie wynosi 0%, poniewaz jaki$ szczep gronkowca jednak w badaniu wykryto.

Wyniki badan wlasnych zostaty we wlasciwy i obszerny sposéb przedyskutowane
i podsumowane w ,Dyskusji”. Zaletg tej czesci jest duza doza krytycyzmu, z ktérym
Doktorantka podchodzi do uzyskanych wynikéw, wskazujac i omawiajgc potencjalne

mankamenty swoich badan w oddzielnym podrozdziale.

Praca zawiera az 12 wnioskdéw, ktére w wiekszoéci sg wtadciwie sformutowane i
odpowiadajg zatozonym celom pracy. Jednak niektére z nich sg bardzo ogélne i jedynie
luzno powigzana z przeprowadzonymi analizami (np. wnioski nr 3, 6 i 12) i moglyby w

mojej ocenie zosta¢ pominiete.



Praca zostata bardzo dobrze napisana pod wzgledem jezykowym, jak réwniez
niezwykle starannie zilustrowana. Zauwazytem jedynie pojedyncze sformutowania, ktére
s3 w mojej ocenie niewta$ciwe: od zwierzat pobiera sie prébki a nie proby (s. 105), a
bakterii raczej si¢ nie ,posiada” (str. 51 i 52). Wia$ciwsze wydaje mi sie rowniez pisanie,
ze gronkowce kolonizujg narzady lub tkanki ludzi lub zwierzat, a nie ludzi lub zwierzeta
jako takie. Powyzsze uwagi nie maja znaczacego wplywu na bardzo wysoka ocene
przeprowadzonych przez Doktorantke badan i sposobu przygotowania rozprawy
doktorskiej.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. wet. Marty Miszczak pt.
»Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw izolowanych od ludzi oraz pséw i
kotéw, ze szczegélnym uwzglednieniem Staphylococcus aureus i Staphylococcus
pseudintermedius” przygotowana pod opieka prof. dr. hab. Krzysztofa Ryputy i prof. dr.
hab. Leszka Szenborna stanowi przyktad bardzo wysokiej jakosci badan naukowych.
Zastosowana metodyka badawcza jest nie tylko w pelni prawidtowa, ale tez bardzo
réznorodna i nie budzi Zadnych zastrzezen. Pozwolito to uzyskaé¢ ciekawe wyniki,
stanowigce istotny wkiad we wspétczesng wiedze dotyczaca epidemiologii zakazen

gronkowcowych u ludzi i zwierzat towarzyszacych.

Podsumowujac stwierdzam, Ze recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska
spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim okre$lone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z
poZniejszymi zmianami). Wnioskuje zatem o dopuszczenie Pani lek. wet. Marty Miszczak
do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ponadto
wnioskuje o wyréznienie pracy stosowna nagroda okreslona przepisami obowigzujgcymi
na Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroctawiu. Méj wniosek motywuje bardzo wysoka
jakoScig przeprowadzonych badani bakteriologicznych i molekularnych, duzym
znaczeniem wybranego przez Doktorantke tematu dla zdrowia publicznego oraz
niezwykta dbatoscig Doktorantki o doktadne i jednocze$nie przejrzyste przedstawienie

uzyskanych wynikow.
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