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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. , Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw izolowanych od ludzi
oraz psow i kotéw, ze szczegélnym uwzglednieniem Staphylococcus aureus

i Staphylococcus pseudintermedius”
Lek. wet. Marty Miszczak

Praca doktorska wykonana w Katedrze Epizootiologii z Klinikg Ptakéw
i Zwierzat Egzotycznych na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
Promotor: prof. dr hab. Krzysztof Ryputa

Promotor: prof. dr hab. Leszek Szenborn

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska przygotowana zostala w ramach

ksztatcenia w Interdyscyplinarnej Szkole Doktorskiej ”“ProHum - utworzenie
interdyscyplinarnych Studiow Doktoranckich - planowanie badan eksperymentalnych,
tworzenie i optymalizacja zwierzecych modeli doswiadczalnych z umiejetnosciami
transferowania ich do badan klinicznych w medycynie cztowieka”, w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020.
Autorka niniejszej rozprawy, lek. wet. Marta Miszczak jest pierwsza Autorkg pracy
przegladowej opublikowanej w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej oraz
pierwszg Autorkg lub wspotautorka 6 wystapien konferencyjnych zwigzanych z tematyka
pracy.

Rozprawa doktorska ma zasadniczo uktad typowy dla prac eksperymentalnych, z
pewnymi odstepstwami. Autorka w pracy umiescita obszerne Wprowadzenie, po ktérym
nie ma typowego rozdziatu pt. Wstep, ale czes$¢ opisana jako Podstawy teoretyczne badari.
Nalezy stwierdzi¢, iz oba rozdziaty w petni spetniajg role teoretycznego, typowego wstepu
do pracy doktorskiej. Kolejng czes$¢ pracy stanowi rozdziat pt. Problematyka i metodyka ;"].
badar wifasnych, w ktérej ujeto pytania i hipotezy badawcze, uzasadnienie celu badar oraz

materiaty i metody, nastepnie w pracy doktorskiej omédwione sa wyniki badan,
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przedstawiona jest ich dyskusja oraz wnioski. Praca zawiera takze wykaz skrotow,
streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, pismiennictwo, spis tabel, rycin oraz
zataczniki.

Praca poswiecona jest istotnym =zagadnieniom 2z obszaru bakteriologii i
epidemiologii. Autorka podejmuje problematyke charakterystyki epidemiologicznej
gronkowcow izolowanych od ludzi oraz pséw i kotdow w powigzaniu z ich lekoopornoscia,
ktérg zestawia z cennymi informacjami pozyskanymi z ankiet, na bazie ktérych mozliwe
byto dokonanie charakterystyki grup badanych oraz charakterystyki czynnikdw majacych
wptyw na kolonizacje ludzi i zwierzat przez gronkowce. Dane z ankiet pozwolity Doktorantce
na wyciggniecie wnioskow o charakterze praktycznym. Doktorantka postawita sobie kilka
celéw badan, m.in. sprawdzenie czestosci wystepowania gronkowcdéw u psow i kotow oraz
ludzi (szczepy koagulazo-ujemne oraz koagulazo-dodatnie), okreslenie ich lekoopornosci
ze szczegdolnym uwzglednieniem opornosci na metycyline, oznaczenie typow spa dla S.
aureus oraz weryfikacje zwigzku potencjalnych czynnikéw ryzyka z kolonizacjg badanych
ludzi i zwierzat przez gronkowce. Zatozone cele zostaly zrealizowane. Zaproponowana w
rozprawie doktorskiej problematyka jest bardzo aktualna i wnosi nowe dane nie tylko do
badan podstawowych w obszarze mikrobiologii, ale takze zebrane wnioski moga miec
zastosowanie w praktyce, zarébwno w weterynarii czy medycynie. Gronkowce, mimo, iz
naturalnie kolonizujq skére kazdego cztowieka, moga byc¢ grozne, szczegdlnie ma to
znaczenie w kontekscie problemoéow zakazen szpitalnych, ale takze ze wzgledu na
powodowanie przez te bakterie zatru¢ pokarmowych, zespotu wstrzasu toksycznego,
zapalenia wsierdzia, bakteriemii czy posocznic. Zakazenia wywotywane przez gronkowce,
sg istotnym problemem epidemiologicznym w skali swiata i w tym odniesieniu, wybor
tematyki oceniam jako bardzo aktualny. Zaproponowane badania sa istotne zaréwno
epidemiologicznie jak i spotecznie.

We Wprowadzeniu Autorka charakteryzuje gronkowce, zwracajac uwage na istotny
problem epidemiologiczny jakim sg obecnie koagulazo-ujemne gronkowce, zwraca takze
uwage, iz wiedza na temat epidemiologii oraz wirulencji tych bakterii izolowanych od

zwierzat jest znacznie mniejsza niz szczepdw izolowanych od ludzi. Doktorantka wskazuje
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réwniez na rézne czynniki zjadliwosci tych bakterii, m.in. na umiejetnosé ,ukrywania sie”
przed mechanizmami obronnymi gospodarza.

o Prosze o wyjasnienie jakie mechanizmy Doktorantka ma dokfadnie na mysli,
czy dla gronkowcow jest znany mechanizm mimikry molekularnej, o ktérej
Autorka nie wspomina?

W czesci pracy zatytutowanej: Podstawy teoretyczne badar, Doktorantka dokonuje
charakterystyki gatunku Staphylococcus aureus oraz S. pseudintermedius. Wyczerpujacy i
ciekawy opis dotyczy ich wystepowania i chorobotworczoséci u ludzi oraz u zwierzat
towarzyszacych, czynnikow zjadliwosci tych drobnoustrojéow tj. enzymoéw, toksyn
tworzgcych kanaty w btonie komodrkowej czy superantygendw. Autorka omawia takze
zagadnienie lekoopornosci tych bakterii. Na wyrdznienie zastuguja samodzielnie wykonane
ryciny umieszczone w tej czesci pracy. Piszac czes¢ teoretyczng dysertacji Autorka
potwierdzita w petni szeroka znajomos¢ tematyki oraz prawidtowy dobdr literatury.
Pytania do tej czesci pracy:

o Autorka pisze, iz peptydoglikan ma aktywnos¢ endotoksyczng i aktywuje
system dopetniacza. Czy zatem gronkowce sg wrazliwe na uklad
dopetniacza?

o Jaka jest opinia Doktorantki, na podstawie badan wiasnych, dotyczaca
skutecznosci metody MALDI-TOF MS do identyfikacji S. aureus i S.
pseudintermedius izolowanych od zwierzat oraz ich wzajemnego
prawidtowego réznicowania szczegdlnie w kontekscie opinii innych autoréw
stosujacych te metode?

o Ktére z cech wirulencji S. pseudintermedius Doktorantka uwaza za
kluczowe, popierajace teze umieszczong w dysertacji: , Badacze wskazuja
na wysoki potencjat chorobotwérczy S. pseudintermedius u ludzi,

poréwnywalny z opisanym S. aureus”?

Pod wzgledem formy, rozdziat zatytutowany Problematyka i metoda badar wtasnych
ma uktad inny niz zazwyczaj w pracach doktorskich. Rozdziat nie jest zatytutowany: Ce/
pracy doktorskiej, ale: Pytania i hipotezy badawcze oraz uzasadnienie badari. Rozdziat ten
nie jest zwyktym wypunktowaniem celéw pracy, ale dos¢ szerokim opisem, w ktorym

Autorka stawia 6 waznych pytan badawczych, a takze formutuje 3 hipotezy. Taka forma
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potwierdza bardzo dobre przeanalizowanie przez Doktorantke tematyki pracy i dojrzatg jej
analize.

W rozdziale Materialy i metody Autorka rozprawy opisata organizacje i pobieranie
materialu do badan, opisata jakie byly badane grupy ludzi i zwierzat. W zakresie
identyfikacji gatunkowej szczepéw Doktorantka opisata badania bakteriologiczne, testy na
wytwarzanie koagulazy, identyfikacje gatunkowa szczepdw z wykorzystaniem techniki
MALDI-TOF MS. Autorka dokonata takze opisu izolacji genomowego DNA wszystkich
szczepow oraz wykrywania gendw technikg PCR. Doktorantka zastosowata takze metode
PCT-RFLP do weryfikacji przynaleznosci S. pseudintermedius. Dodatkowo, Autorka
okreslita  profil lekowrazliwosci szczepow  metoda  dyfuzyjno-krazkowg, oraz
metycylinoopornoéé¢ szczepdw z wykorzystaniem metody MIC. W rozdziale metodycznym
opisano metody statystyczne zastosowane w pracy. Czes¢ dotyczgca opisu organizacji i
pobierania materiatu do badan, a takze sam przebieg badania opisane sg szczegotowo i
bardzo dokfadnie. Autorka opanowata bardzo dobrze techniki laboratoryjne zaréwno z
zakresu mikrobiologii, jak i nowoczesne techniki biologii molekularnej. Pytania i uwagi do
tej czesci pracy:

o Czy w badaniach bakteriologicznych wykorzystywane byty gotowe podtoza,
czy Doktorantka sama je przygotowywata? W opisie nie znajduje
odpowiedniego spisu i procedury.

o Biorgc pod uwage umieszczong rycine 8 oraz 9, brakuje ryciny
przedstawiajgcej przykiadowy wzrost bakterii na agarze z eskulina.

o Ryciny 11 oraz 12 powinny znalez¢ sie raczej w rozdziale Wyniki, dodatkowo
powinny by¢ bardziej szczegdtowo opisane tj. masy molekularne markera
oraz nazwy lub numery izolatow.

o Co byto préba kontrolng i jak oznaczong na ryc. 13 przy okreslaniu
metycylinoopornosci metodg MIC?

o Jak Doktorantka definiuje stowo ,izolat” w kontekscie uzywanej w pracy
nomenklatury? Opisujac przebieg eksperymentéw nalezy oddzieli¢é moment
pozyskiwania izolatéw do badan w odréznieniu od pracy nad juz konkretnymi

szczepami.

Wyniki zobrazowane sg szczegétowo na licznych wykresach, a dane zestawione w
tabelach. Doktorantka analizuje dane w oparciu o analize statystyczng. Opracowanie i

zestawienie wynikéw pracy doktorskiej jest czytelnie przygotowane, wyniki s zwigzle
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opisywane i podsumowujg kolejne etapy pracy, niemniej ich analiza pozwala na
postawienie pytan:

o W rozdziale Wystepowanie gronkowcow u zwierzat, w tabelach nr 6 i 8, zestawione
sq dane dotyczace izolacji gronkowcow, podane sg wartosci probek pozytywnych,
dane te uzyskano ktorg, z opisanych w czesci metodycznej metoda?

o Czy wszystkie izolaty wstepnie zaklasyfikowane jako gronkowce udato sie nastepnie
zidentyfikowac do gatunku z wykorzystaniem techniki MALDI- TOF MS z uzyskaniem

odpowiednio wysokiego score?

Ze wzgledu na fakt, iz gronkowce wykazujgq wyrazne preferencje do okreslonego miejsca
bytowania w organizmie, cenne sg wyniki pokazujace czesto$é ich wystepowania z
uwzglednieniem wiasnie lokalizacji. W tym miejscu chciatabym podkresli¢ i doceni¢ ogrom
pracy jaki musiata wykonac Doktorantka pracujgc z tak duzg liczbg izolatéw. Praca taka
wymaga bardzo dobrego warsztatu bakteriologicznego, aby finalnie uzyskaé odpowiednio
czyste kultury niezbedne do wykonania zaawansowanych badan MALDI-TOF MS. Efektem
tych czasochtonnych prac jest zgromadzenie unikalnej kolekcji szczepdw, co jest bardzo
waznym efektem finalnym tej rozprawy, niestety niezbyt uwypuklonym i podkreélonym
przez samg Doktorantke.
Ciekawe wyniki uzyskata Doktorantka w czesci pracy analizujacej wystepowanie genéw
determinujgcych lekoopornos¢. Wyniki Autorka zestawita w tabelach. Badania dotyczace
lekoopornosci, przestawione w tej pracy, uwazam za interesujace, bardzo wazne i cenne
z praktycznego punktu widzenia. Waznym testem byto wykonanie badania
metycylinoopornosci gronkowcéw koagulazo-ujemnych i tutaj ciekawym wynikiem byto
uzyskanie ponad 25% szczepdw opornych na metycyline wérdd S. epidermidis. Dla petnej
analizy badan istotnymi byly dane pozyskane z kwestionariuszy, na bazie ktérych
sporzadzono analizy statystyczne czynnikdéw ryzyka zwigzanych z kolonizacja badanych
ludzi i zwierzat przez gronkowce. Ciekawg obserwacjg byta korelacja miedzy
metycylinoopornoscig, a praca w ochronie zdrowia lub praca zwigzang z bezposrednim
kontaktem ze zwierzetami. W pracy doktorskiej potwierdzono, iz dominujgcymi u ludzi
gatunkami byty S. epidermidis i S. aureus, u psdéw S. pseudintermedius i S. epidermidis,
natomiast u kotéw S. felis i S. epidermidis, co jest potwierdzeniem danych wskazywanych
takze przez innych autorow.

Dyskusja poprowadzona jest ciekawie i dojrzale, Autorka konfrontuje wyniki wtasne
z wynikami innych autoréw. Ciekawym rozdziatem jest rozdziat pt. Ograniczenie badania,

w ktorym lek. wet. Marta Miszczak uzasadnia jakie badania i dlaczego nie mogty by¢
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wykonane, a o jakie w przysztosci nalezatoby te tematyke badan poszerzy¢. Autorka
stusznie wskazuje, ze dodanie w przysztosci dla uzyskanych szczepow metody MLST
pozwolitoby na stworzenie petnej charakterystyki pozyskanych izolatéw. Pismiennictwo do
pracy dobrane zostato prawidtowo, Autorka cytuje aktualne pozycje, jednak w spisie
literatury nie odnajduje pozycji Markiewicz i wsp. 2008, na ktora w dysertacji Autorka sie
powotuije.
Doktorantka finalnie formutuje 12 wnioskéw ptyngcych z otrzymanych wynikdéw.
Czes¢ wnioskéw, w mojej opinii jest zbyt ogdélinych, niemniej za najbardziej cenne wnioski
wynikajgce z przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej uwazam:
= wykazanie wysokiej czestosci izolacji metycylinoopornych gronkowcow
koagulazo-ujemnych od zwierzat najczesciej utrzymywanych w domach i
wskazanie na ryzyko miedzygatunkowej transmisji tych bakterii, co stanowi
istotne zagrozenie dla zdrowia cztowieka,
= wykazanie wsréd badanych szczepdw S. aureus oraz S. pseudintermedius
opornosci na penicyling, ampicyline, klindamycyne, erytromycyne oraz
amoksycyline z kwasem klawulanowym, jako istotnej wskazowki
terapeutycznej,
= potwierdzenie u ludzi, pséw i kotéow typdw spa gronkowcow ztocistych
izolowanych wczesniej gtdwnie z Zywnosci oraz dzikich zwierzat co wskazuje

na szerokg transmisje miedzygatunkowa.

W podsumowaniu stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji praca spetnia wymogi
jakie stawia sie eksperymentalnym pracom doktorskim. Pani lek. wet. Marta Miszczak
wykazata sie znajomoscig technik mikrobiologicznych oraz biologii molekularnej,
przeprowadzita prawidtowo szereg eksperymentow, dokonata wiasciwego wnioskowania i
przeprowadzita dojrzalg analize swoich wynikow. Uzyskane wyniki wnoszg nowe dane do
badann podstawowych, a jednoczesnie mogag by¢ dobrym materiatem dla pracy lekarzy
weterynarii oraz epidemiologdéw. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje oprawa edytorska
pracy oraz piekny jezyk rozprawy. Czytanie rozprawy byto prawdziwg przyjemnoscia, gdyz

Autorka wiedzie czytelnika przez meandry swojej dysertacji piszac piekng mikrobiologiczng



.

WYDZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEAD MIKROBIOLOGII

ul. S. Przybyszewskiego 63

51-148 Wroctaw

tel. +48 71375 63 23
zmik@uwr.edu.pl| www.uniwroc.p/

4
8

S
<
Y]
2
=
)

Wroctawsk

)

opowies¢, stawia pytania, dokonuje oceny, rozwaza, udziela odpowiedzi, jednoczesnie nie
gubiac naukowego charakteru pracy doktorskiej.

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pani lek. wet
Marty Miszczak spetnia warunki okreslone w art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce oraz wnosze o wyroznienie rozprawy.

Zwracam sie do Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu z prosbg o dopuszczenie Pani lek. wet. Marty Miszczak do dalszych

etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Zakiad Mikrobiologii
KIEROWNIK
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Gabriela Bugla-Ptoskonska




