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rozprawy doktorskiej lek. wet. Marty Miszczak
pt. ,Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw izolowanych
od ludzi oraz pséw i kotéw, ze szczegolnym uwzglednieniem Staphylococcus aureus
i Staphylococcus pseudintermedius”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Ryputy

oraz prof. dr hab. Leszka Szenborna

Rozprawa zostata przygotowana w ramach ksztalcenia w Interdyscyplinarnej Szkole
Doktorskiej ,,ProHum - utworzenie Interdyscyplinarnych Studiéw Doktoranckich -
planowanie badan eksperymentalnych, tworzenie i optymalizacja zwierzecych modeli
doswiadezalnych z umiejgtnosciami transferowania ich do badan klinicznych w medycynie
cztowieka” w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwéj 2014-2020; Osi I1I
Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i rozwoju; Dziatania 3.2. Studia doktoranckie (Umowa nr
POWR.03.02.00-00-1008/17) zawarta pomigdzy Uniwersytetem Przyrodniczym we

Wroctawiu a Uniwersytetem Medycznym im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

Podstawe formalna recenzji stanowi uchwata Rady Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu pod przewodnictwem prof. dr hab. Wojciecha

Nizanskiego, z dnia 27 czerwea 2023 r. (MDDD0000.4101.12.2023).

Gronkowce, to oportunistyczne patogeny, ktore moga by¢ odpowiedzialne za wiele
cigzkich choréb. Zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat powszechne jest zjawisko stalego
lub przejsciowego bezobjawowego nosicielstwa Staphylococcus spp. Dotychczas
wyodrebniono ponad 30 gatunkéw gronkowcedw, a chorobotwodrczosé wielu z nich nie zostata

ustalona. Wigkszos¢ mikroorganizméw z tej grupy kolonizuje skére i blony $luzowe



stanowigc fizjologiczng florg bakteryjng organizmu, jednakze zakazenie gronkowcami moze
mie¢ bardzo cigzki przebieg, a leczenie czesto utrudnia lekooporno$é drobnoustroju. Znaczna
grupa gronkowcoéw wykazuje zdolnos¢ do kolonizacji, zardwno organizméw ludzi, jak
1 zwierzat towarzyszacych, zyjacych w bliskim kontakcie ze swoimi wiascicielami. Zdarza
sig, ze bakterie te przelamujg bariery obronne gospodarzy i staja si¢ przyczyna roznego
stopnia standéw chorobowych. Stwarza to problem wspdlny dla medycyny i weterynarii,
zwigzany nie tylko z patogennoscig tej grupy drobnoustrojéw, ale i postepujaca
lekoopornoscia.

Odrebny problem stanowi diagnostyka =zakazen gronkowcowych. Podstawa
klasyfikacji Staphylococcus spp. jest zdolnos¢ wytwarzania koagulazy. Za chorobotwoércze
przyjeto uznawa¢ gronkowce koagulazo-dodatnie, jednak ostatnie badania wskazuja
na wzrastajacy lub dotad niedostrzegany problem zakazen objawowych wywotywanych
rowniez przez gronkowce koagulazo-ujemne. Przykltadem moze byé Staphylococcus (S.)
epidermidis, koagulazoujemny gronkowiec uwazany przez lata za skladnik fizjologicznej
flory organizmu. Z uwagi na brak zdolnosci do wytwarzania koagulazy jego obecnos¢
w probkach poddawanych badaniom bakteriologicznym czesto bywa ignorowana. Ostatnie
badania wykazaly, Zze zajmuje obecnie trzecie miejsce na liscie bakterii najczesciej
wywolujacych zakazenia w warunkach szpitalnych 1 jest to sygnal, ze konieczne sg nowe
kryteria chorobotworczosci dla tych drobnoustrojow.

Jednym z najlepiej poznanych gatunkéw gronkowca jest S. aureus, ktory wyksztatcit
wiele mechanizméw opornosci na leki przeciwbakteryjne, przez co znalazt si¢ na liscie
najgrozniejszych patogendéw cztowieka. Uwaza sig, ze jego naturalnym gospodarzem jest
czlowiek, jednakze ten sam drobnoustr6j moze wywotywaé liczne choroby réwniez
u zwierzat.

Gronkowiec zlocisty moze by¢ przyczyng zakazen miejscowych lub ogdlnych,
a wytwarzana przez niego termostabilna enterotoksyna odpowiedzialna jest za cigzkie
zatrucia pokarmowe. S. aureus wytwarza wiele toksyn. Szczegdlng grupe stanowig toksyny
o charakterze tzw. superantygenoéw, m.in. eksfoliatyny zwane takze toksynami wstrzasu
toksycznego. Waznym mechanizmem chorobotwoérczosci gronkowca ztocistego jest rowniez
zdolno$¢ tworzenia tzw. biofilmu.

Podobnie, psy i koty sg naturalnymi gospodarzami lub nosicielami réznych
Staphylococcus spp, ktére moga by¢ przyczyna choréb ludzi, jednakze wiedza w tym
obszarze jest niepelna. Nie do konca poznane sg tez czynniki wplywajace na aktywacje

zakazen, ktérych dany organizm jest nosicielem. Niewiele wiadomo tez jakiego stopnia
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zagrozenie dla ludzi stwarza powszechne zjawisko nosicielstwa réznych gronkowcoéw przez
zwierzeta towarzyszace. Dlatego tez podjecie przez lek. wet. Marte Miszczak badan nad
wystepowaniem gronkowcow wsrdd ludzi i zwierzat towarzyszacych, okresleniem poziomu
lekoopornosei uzyskanych szczepow, oraz nad ustaleniem czynnikow ryzyka zwiazanych
z kolonizacja ludzi i zwierzat przez bakterie z rodzaju Staphylococcus uwazam za
uzasadnione.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 151 stron i sktada sie z 6 czesci
takich jak Wprowadzenie, Podstawy teoretyczne badan, Problematyka i metoda badan
wilasnych, Wyniki badan, PiSmiennictwo i Zalgczniki. Poszczegélne czgséci podzielono na
rozdzialy i podrozdziaty. Dysertacja zawiera 34 tabele, 24 ryciny i 12 zatacznikow.

W czesci ,,Wprowadzenie”, poprzedzonej wykazem skrotow oraz streszczeniami
w jezykach polskim i angielskim, lek wet. Marta Miszczak w interesujacy sposob opisata
histori¢ wykrycia i nadania nazwy bakteriom z rodzaju ..Staphylococcus”, klasyfikacje
systematyczng, cechy charakterystyczne gronkowcow, wilasciwosci patogenne gatunkow
1 zwigzane z tym problemy diagnostyczne oraz terapeutyczne. Rozdziat wzbogacony zostal
trzema rycinami, z ktérych zwlaszcza trzecia, przedstawiajaca stworzony przez Autorke
schemat potencjalnej transmisji drobnoustrojow oraz zaleznosci miedzy zwierzeciem i jego
opiekunem, zashuguje na uznanie.

Kolejna czes¢, zatytutowana ,,Podstawy teoretyczne badan”, zostala podzielona na
dwa rozdzialy, a te na pie¢ podrozdziatbw. Rozdzial pierwszy poswiecony jest
charakterystyce S. aureus, drugi S. pseudintermedius. W rozdziatach tych zostaly opisane
wystgpowanie 1 chorobotwdrczos¢ obu gatunkéow gronkowca dla ludzi 1 zwierzat
towarzyszacych oraz ich czynniki zjadliwosci i1 lekooporno$ci. Obie czgséci pracy,
~Wprowadzenie” i ,,Podstawy teoretyczne badan”, dowodza bardzo dobrej znajomosci
badanej problematykii piSmiennictwa oraz uzasadniaja celowos¢ podjetych badan.

W czesci dysertacji zatytulowanej ,.Problematyka i metoda badan wiasnych”,
w rozdziale pt.” Pytania i hipotezy badawcze oraz uzasadnienie celu badan”, Doktorantka
wymienita w czterech punktach przyjete cele badan:

1. Sprawdzenie, z jaka czgstoscig wystepujg gronkowce u psow oraz kotow i ludzi,
uwzgledniajgc zardwno szczepy koagulazo-ujemne, jak i koagulazo-dodatnie;

2. Okreslenie lekoopornosci szczepdw na poziomie fenotypowym oraz genetycznym
ze szczegOlnym uwzglednieniem opornosci na metycyling;

3. Oznaczenie typow spa Staphylococcus aureus;



4. Weryfikacje zwigzku potencjalnych czynnikdéw ryzyka z kolonizacjg badanych ludzi
i zwierzat przez gronkowce, ze szczegdlnym uwzglednieniem szczepow koagulazo-
dodatnich (S. aureus, S. pseudintermedius).
Dodatkowo, przedstawione zostaly pytania badawcze i hipotezy, ktére miatyby zostac
wyjasnione po osiggnieciu zamierzonych celow badawczych.

W zawartym w tej czgdci pracy rozdziale ,Materiaty i metody”, liczagcym 15 stron,
opisana zostala organizacja i sposdb pobierania probek od ludzi i zwierzat, konstrukcja grup
badawczych, metodyka badan bakteriologicznych, metody identyfikacji gatunkowe;j
wyizolowanych szczepow, identyfikacji genow odpowiedzialnych za lekoopornosé, metody
badania lekoopornosci oraz sposob okreslania ryzyka kolonizacji badanych zwierzat i ludzi
przez gronkowce. Na koncu tej czeSci pracy wymienione zostaly zastosowane analizy
statystyczne. Material do badan stanowilo 261 wymazéw pobranych z kilku miejsc na ciele
od ludzi oraz 113 od psow i 161 od kotow. Zwierzeta i badani ludzie zostali podzieleni na
grupy w zaleznosci od okoliczno$ci zdrowotnych, posiadanych zwierzat, charakteru pracy
1 wieku. Rozdzial ,,Materiaty i metody” zostat podzielony na 13 podrozdziatow i zawiera trzy
tabele oraz 56 rycin. Zastosowana w pracy doktorskiej metodyka, mimo swojej ztozonosci,
zostala jasno przedstawiona.

Wyniki badan przedstawiono na 42 stronach w pigciu rozdziatach w sposob opisowy
i graficzny. Rozdzial zawiera 31 tabel i 11 rycin. Liczba danych otrzymanych w wyniku tak
bardzo zlozonych i obszernych badan jest ogromna. Mimo to Doktorantce udalo sie
przedstawi¢ wyniki w logiczny 1 jasny sposob.

Analizie poddano 165 szczepow S. pseudintermedius uzyskanych z probek
pochodzacych od 7 0séb i 75 zwierzat oraz 202 szczepy S. aureus pochodzace od 109 osob
1 30 zwierzat. Interesujgce jest to, ze wszyscy ludzie, od ktorych wyizolowano typowego dla
zwierzat gronkowca S. pseudintermedius, w ciagu roku poprzedzajgcego badania byli leczeni
antybiotykami i w wigkszosci (ok. 70%) byly to kobiety. Drobnoustrdj najczesciej izolowano
z wymazdw ze skéry w zgieciu tokciowym i1 z przedsionka jamy nosowej. Wérod zwierzat
natomiast S. pseudintermedius izolowano glownie od dorostych psow (88% badanych
zwierzat). Od 81,75% badanych zwierzat wyizolowano przynajmniej jeden gatunek
gronkowcdw. Lacznie od psow i kotow uzyskano 23 gatunki tych bakterii, a najwigkszg
roznorodnos$¢ gatunkowa obserwowano w grupie zdrowych kotow.

W przypadku ludzi nosicielami co najmniej jednego gatunku gronkowcéw bylo
91,19% badanych oséb. Lacznie wyizolowano od ludzi 618 szczepdw reprezentujacych 22

gatunki gronkowcow, najczesciej S. epidermidis, S. hominis 1 S. aureus.



Lekoopornosé wsrod izolatdw S. pseudintermedius oraz S. aureus badano na poziomie
fenotypowym i genotypowym. Nie wykazano zwigzku pomiedzy gatunkiem gospodarza
a czestoscia izolacji szczepdw wielolekoopornych (MDR). Szczepy MDR wsrdd izolatow
S. pseudintermedius czgsciej stwierdzano u kotéw niz u psoéw, natomiast wsrdd izolatow
S. aureus szczepy MDR czeécie] pochodzily od psow. Badania statystyczne wykazaly,
ze zwierzeta mieszkajace w jednym domu z innymi zwierzetami byly nosicielami wigkszej
liczby gatunkéw gronkowcow niz te mieszkajace jako jedyne zwierze.

Interesujacym elementem recenzowanej rozprawy jest rozdzial ,,Dyskusja” liczacy 16
stron, zawierajgcy krytyczng analize wynikéw badan wiasnych w konfrontacji z wynikami
uzyskanymi przez innych autoréw. Lek wet. Marta Miszczak w rozdziale tym dowiodta
umiejetnosci prowadzenia naukowej polemiki, a odpowiednio dobrane pi$miennictwo
$wiadczy o szerokiej znajomosci badanej problematyki.

Recenzowana prace doktorskg wieniczy az dwanascie wnioskow dokumentujacych
zaplanowane cele badawcze oraz wykaz 295 pozycji pismiennictwa dowodzacych
umiejetnosci doboru literatury odpowiedniej do analizy i dyskusji uzyskanych wynikéw
badan wiasnych. Na koncu zamieszczone zostaly spis tabel i rycin oraz zatgczniki.

Przedstawiona do recenzji dysertacja zostata przygotowana niezwykle starannie, a jej
konstrukcja, cho¢ nieco nietypowa, sprawia, ze czyta si¢ ja z duzym zainteresowaniem.
Szczegotowa analiza rozprawy ujawnita jednak kilka drobnych niescistosci, ktoérych Autorka
nie ustrzegla si¢ przygotowujac ostateczng wersje rozprawy, zatem jako recenzent
zobowigzana jestem przedstawié je w formie uwag krytycznych.

e Zamieszczony na poczatku rozprawy wykaz skrotow jest bardzo pomocny podczas
studiowania tresci dysertacji. Zabraklo w nim jednak kilku skrotéw wystepujacych
W pracy
o SSSS - ang. Staphylococcal scalded skin syndrome (str. 23),
O agr - ang. accessory gene regulator, étr. 24,
o sar - staphylococcal accessory regulator, str. 24,
o sae - ang. egzoproteiny S. aureus, str. 24,
o MRSP - ang. Methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius, str. 26-
30, 70-71, 82, 96-97, 101-103, 130, 132,
o PSM - ang. Phenol-soluble modulin, str. 29,
o Luk — leukotoksyna, str. 20.
e Na str. 8 Autorka pisze po raz pierwszy o zmiennych strukturach genetycznych, takich

jak SCCmec, natomiast ttumaczenie skrotu znajduje si¢ dopiero na str. 15. Regulg jest,
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ze ttumaczenie powinno pojawi¢ sig, gdy skrét uzywany jest po raz pierwszy, potem
stosowany jest wytgcznie skrét. W recenzowanej pracy jest roznie. Podobnie: toksyna
Panton-Valentine (PVL), str. 22, CA-MRSA, str. 22, 25, MALDI-TOF MS — thumaczenie
jestna str. 181 26, CF, str. 21 1 29.

e Publikacja Bierowiec, 2019, cytowana na str. 8. - W spisie literatury sa dwa artkuty
opublikowane w 2019 r. Powinny by¢ oznaczone jako a i b. Podobnie Razauskas i wsp.,
2015, str. 8126, Ma i wsp., 2020, str 11 1 93.

e W spisie piSmiennictwa brak cytowanych w tekscie publikacji: str. 14 i 15, Markiewicz
i wsp., 2008, Vogel i wsp., 2019, str. 46, Schwarz i wsp., 2010.

e W spisie cytowanej literatury znalazly si¢ tez pozycje, ktére w pracy cytowane nie byly:
Cheung i wsp., 1992, Recsei i wsp., 1986

e Str. 10 - okreslenie opuchlizna sugeruj¢ zastgpowac stowem obrzek.

e  Str. 14 - ,odpornos¢ konstytutywna” - powinno by¢ opornoé¢ konstytutywna

e Str. 32 — jest: ,,Okreslenie lekoopornosci szczepéw na poziomie fenotypowym oraz
genetycznym” — powinno by¢ ,....fenotypowym oraz genotypowym®™.

e Nie do konca zgadzam si¢ z wnioskiem 6, w ktérym doktorantka pisze, ze ,,Pobieranie
wymazow bakteriologicznych z kilku lokalizacji anatomicznych jednoczeénie moze
zwigksza¢ czulo$¢ wykrywania obecnosci gronkowcdw u ludzi i zwierzat”. Pobieranie
probek z kilku miejsc podnosi raczej skutecznos¢ izolacji drobnoustroju od pacjenta.
Czuloé¢ kojarzy sig raczej z wykrywaniem najmniejszej liczby czastek drobnoustroju
z danego miejsca pobrania.

e We wniosku 7. nazwanie zwierzat hodowlanych producentami zywnos$ci uwazam za
odrobing niefortunne.

e W przysztosci radze Doktorantce unika¢ wielokrotnego cytowania danej pozycji
pisSmiennictwa w jednym akapicie, po kazdym zdaniu, w $rodku zdania i jeszcze na
koncu. To nieco rozprasza uwage odbiorcy. W takim przypadku wystarczy podaé
cytowana prace na koncu akapitu (np. str. 17, Murray i wsp., 2018, str. 30, Worthing
i wsp., 2018).

Praca zostala bardzo dobrze zaplanowana, doskonale wykonana, a otrzymane wyniki
sa bardzo interesujace i wnosza nowe wartosci do obecnego stanu wiedzy na temat
wystepowania zakazen Staphylococcus spp. u zwierzat 1 ludzi, zwlaszcza S. aureus
i S. pseudintermedius. Drobne uwagi maja raczej charakter porzadkowy bez wplywu na

wysoka oceng pracy.



Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze wykonane przez Doktorantke obszerne
1 pracochlonne badania dostarczyly ciekawych i cennych wynikéw poznawczych oraz
aplikacyjnych zaslugujacych na pozytywna ocene. Lek. wet. Marta Miszczak wykazata m.in.
zaleznosci migdzy wystepowaniem gronkowcdéw u ludzi i u zwierzat towarzyszgcych,
okreslila jakie gatunki gronkowcow izolowane sg najczesciej od ludzi, pséw i kotow,
oraz ze wsrdd badanych szczepdow S. aureus i S. pseudintermedius dominuje opornos¢ na
penicyling, ampicyling, klindamycyne, erytromycyne oraz amoksycyling z kwasem
klawulanowym, co stanowi wazng wskazowke dla klinicystow przy podejmowaniu decyzji
terapeutycznych. Wykazanie wysokiej czestosci izolacji od pséw i kotdw
metycylinoopornych gronkowcow koagulazo-ujemnych oraz przedstawienie dowodéw na
rozprzestrzenianie si¢ migdzygatunkowe gendéw opornosci na antybiotyki zwraca uwagg na
ryzyko transmisji tych bakterii oraz istotne zagrozenie dla zdrowia cztowieka.

Uzyskane wyniki wnosza cenny wkiad do poszerzenia wiedzy dotyczace]
epidemiologii zakazen gronkowcowych u ludzi i zwierzat towarzyszacych oraz rzucaja nowe

Swiatto na temat czynnikow ryzyka majacych wplyw na czestosé tych zakazen.

Reasumujgc, stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. wet. Marty Miszczak pt.
»Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw izolowanych od ludzi oraz psow
i kotéw, ze szczegbélnym uwzglednieniem Staphylococcus aureus i Staphylococcus
pseudintermedius” odpowiada warunkom okreslonym Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.), dlatego
przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie lek. wet. Marty Miszczak do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Wnosze tez o wyrdznienie pracy, poniewaz uwazam, ze rozprawa doktorska
lek. wet. Marty Miszczak w sposob znaczacy wzbogaca wiedze na temat wystgpowania

Staphylococcus spp. u ludzi 1 zwierzat.

Olsztyn, 27 lipca 2023 1.

prof. dr hab. Aleksandra Platt-Samoraj
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