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Ocena
osiggni¢¢ naukowo — badawczych, dorobku dydaktycznego i popularyzatorskiego
oraz wspolpracy miedzynarodowej
dr nauk. wet. Dagmary Anny Stepien-Pysniak ubiegajgcej si¢ 0 nadanie stopnia doktora
habilitowanego

nauk weterynaryjnych,

przygotowana w zwiazku z postgpowaniem w sprawie nadania stopnia naukowego
doktora habilitowanego na podstawie wniosku do Centralnej Komisji do Spraw Stopni
i Tytuléw z dnia 11. 12. 2018 r. o wszcze¢cie postepowania habilitacyjnego
w dziedzinie nauk weterynaryjnych i powolaniem mnie na Recenzenta

Komisji Habilitacyjnej

Ocena formalna

Otrzymane materialy dokumentujg dorobek i osiggniecia Kandydatki Pani dr
Dagmary Anny Stepien-Pys$niak do stopnia naukowego doktora habilitowanego w stopniu
wystarczajagcym do wykonania analizy do celéw postgpowania w przewodzie habilitacyjnym.
Spetniaja wymogi formalne okreslone w Ustawie z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz U
65 poz. 595 zé zmianami Dz U z 2005 r. nr 164 poz. 1365 Dz U z 2010 r nr 96 poz. 620 i nr
182 poz. 1228 oraz Dz. U z 2011 r. nr 84 poz. 455).

Informacje ogélne (wyksztalcenie i przebieg pracy zawodowej)

Doktor nauk weterynaryjnych Dagmara Anna Stepien-Py$niak uzyskata dyplom
lekarza weterynarii na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Akademii Rolniczej w Lublinie
w 2003 roku.



Bezposrednio po odbyciu studiow rozpoczela studia doktoranckie (2003-2007) a
nastgpnie prace w Zakladzie Choréb Ptakow, Instytut Chordb Inwazyjnych, Wydzialu
Medycyny Weterynaryjne;j Akademii Rolniczej w Lublinie (obecnie Uniwersytet
Przyrodniczy) gdzie pracuje do dnia dzisiejszego, poczatkowo jako asystent (2008-2010), a
od 2010 r. po uzyskaniu stopnia dr nauk wet. na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,, Wphw
antybiotykoterapii niosek na wykrywalnos¢ pateczek Salmonella w jajach oraz poziom
swoistych przeciwcial zoltkowych”, jako adiunkt w Zakladzie Prewencji Weterynaryjnej i
Choréb Ptakow, Instytut Biologicznych Podstaw Chordb Zwierzat, Wydzialu Medycyny

Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Ocena _ osiagniecia naukowego wymienionego w Art. 16 Ustawy (znowelizowanej

w 2011 r.) oraz pozostalego opublikowanego dorobku naukowego

Ocena prac stanowigcych szczegolne osiggniecia naukowe wynikajace z art. 16 ust. 2
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz

stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 poz. 595 ze zmianami )

Osiagnigcie naukowe prezentowane przez dr nauk wet. Dagmare Anne Stepien-
Pysniak to cykl publikacji pod wspolnym tytutem ,,Zastosowanie fenotypowych i
molekularnych metod w identyfikacji i charakterystyce wybranych patogenow

oportunistycznych izolowanych od ptakow”.

Cykl ten sklada si¢ z 5 oryginalnych, monotematycznych publikacji o tgcznej liczbie
IF réwnej 7,981 wg bazy Journal Citation Reports (JCR) i 150 punktéw wedtug listy
czasopism punktowanych MNiSW. Udzial Habilitantki w powstawaniu tych prac byl
znaczacy. W wszystkich pigciu prezentowanych pracach, dr Dagmara Anna Stepien-
Py$niak peinﬂa role pierwszego autora, a Jej szacunkowy udzial w ich powstawaniu wg
przedlozonych deklaracji samej Autorki wyniost w wiekszosci 80-85 % (Zatgcznik nr 6). Do
wszystkich prac przedlozonego do oceny cyklu dotgczono odpowiednie oswiadczenia
pozostalych wspolautorow, a ich fotokopie wraz z odpowiednimi odbitkami prac zalgczono w

przygotowanym autoreferacie przedtozonym Recenzentowi.



Pracami wchodzacymi w sktad omawianego cyklu sa:

1. St¢pien-PySniak D., Marek A., Banach T.,Adaszek L., Pyzik E., Wilczynski
J.Winiarczyk S. Prevalence and antibiotic resistance of strains of the genus
Enterococcus isolated from poultry. Acta Veterinaria Hungarica, 2016, 64 (2), 148-
163, DOI10.1556/004.2016.016.

(Punkty MNiSW2016 = 20, IF2016 = 0,814)

2. Stepien-Pys$niak D., Hauschild T.Rézanski P., Marek A. MALDI-TOF mass
spectrometry as a useful tool for identification of Enterococcus spp. from wild birds
and differentiation of closely related species. Journal of Microbiology and
Biotechnology, 2017, 27(6), 1128-1137, DOI 10.4014/jmb.1612.12036.

(Punkty MNiSW2016 = 20, IF2017 = 1,65)

3. Stepien-Pys$niak D., Hauschild T., Nowaczek A., Marek A., Dec M. Wild birds as a
potential source of known and novel multilocus sequence types of antibiotic-resistant
Enterococcus faecalis. Journal of Wildlife Diseases, 2018, 54(2), 219-228, DOI
10.7589/2017-05-118.

(Punkty MNiSW2016 = 30, IF2017 = 1,247)

4. Stepien-Pysniak D., Kosikowska U., Hauschild T., Burzynski A., Wilczynski
J..Kolinska A., Nowaczek A., Marek A. A loop-mediated isothermal amplification
procedure targeting the sodd gene for rapid and specific identification of
Gallibacterium anatis.  Poultry  Science, 2018, 97(4), 1141-1147, DOI
10.3382/ps/pex420.

(Punkty MNiSW2015 = 40, IF2017 = 2,216)

5. Stepien-Pys$niak D., Wilczynski J., Marek A., Smiech A., Kosikowska U., Hauschild
T. Staphylococcus simulans associated with endocarditis in broiler chickens. Avian
Pathology, 2017, 46, 44-51, DOI 10.1080/03079457.2016.1203392.

(Punkty MNiSW2014 = 40, IF2017 =2,054)



Wszystkie wykazane powyzej prace stanowig tematyczny cykl badawczy w
wyraznie wyrazonym postepie wiedzy n/t problematyki zakazen i ich nastepstw u drobiu w
kraju, wdrozenie nowoczesnych metod ich wykrywania i identyfikacji (takze co istotne dla
zdrowia ludzkiego) probleméw  wywotywanych przez zakazenia bakteriami
oportunistycznymi i problematyki dotyczacej ograniczenia mozliwosci terapii w zwigzku z
ich rola w narastaniu opornosci na antybiotyki. Powyzsze ma znamiona tzw. dzieta i spetnia
kryteria stawiane tego typu wymaganiom. Nalezy doda¢, ze wszystkie prace sg opublikowane
w dobrych czasopismach naukowych co oczywiscie dodaje im rangi badan naukowych
zwigzanych z tymi mikroorganizmami, ich dotychczas nie do konca rozpoznanej roli w
patologii, rozprzestrzenieniu w populacji drobiu, cech fenotypowych i genetycznych
wykazanych z uzyciem najnowszych metod badawczych. Prezentowane wyzej publikacje
powstalty w oparciu o badania finansowane ze projektow grantowych (jak wyniki badan
dotyczacych Entrerococus faecalis) a takze ze $rodkow dotacji statutowej celowej dla
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie.

Zaprezentowany przez dr. Dagmare Anne¢ Stepien-Pysniak, jako szczegoélne
osiggnigcie naukowe przedstawione w toku postepowania habilitacyjnego, to cykl publikacji z
zakresu badan nad rolg bakterii oportunistycznych w tym =z rodzaju Entrerococus i
Staphylococcus oraz bakterii Gallibacterium anatis w epidemiologii zakazen u drobiu oraz
charakterystyka feno i genotypowa w tym w zakresie czynnikdw narastania opornosci tych
bakterii zwigzanych ze zdolnoscig do przekazywania gendow opornosci innym bakteriom w
tym takze do mikrobiomu czlowieka. Autorka wybrata stusznie do badan drobnoustroje
oportunistyczne, ktore moga wywolywac zakazenia u ptakow a wsrdd nich enterokoki,
gronkowce koagulazo-ujemne, a takze bakterie nalezace do rodziny Pasteurellaceae, w tym
Gallibacterium anatis. Rzadko te bakterie traktowane sa jako czynniki etiologiczne zakazen
czy choréb infekcyjnych w organizmach eukariotycznych. Zakazenia bakteriami
oportunistycznymi czgsto sg pomijane w czasie diagnostyki zarowno u ludzi, jak i u zwierzat.
Roéwniez diagnostyka bakterii oportunistycznych jest trudna i niejednokrotnie niedoceniana,
poniewaz wigkszos$¢ znanych technik diagnostyki i metod identyfikacji mikroorganizméw,
zwlaszcza nowszej generacji, koncentruje si¢ na tzw. patogenach absolutnych o znacznym
potencjale chorobotwdrczym, pomijajac problem udziatu bakterii oportunistycznych w
patomechanizmie zakazen, zwlaszcza u ptakow. Obecnie coraz czg¢sciej mowi sie na temat
bakterii z rodzaju Enterococcus w patologii choréb ptakéw ich roli w patomechanizmie
chorob. Enterococcus faecalis jest przyczyng endocarditis u kurczat, zmian wytworczych w

watrobie (hepatic granuloma) u indykéw, wodobrzusza u kur, nadcisnienia ptucnego u




brojlerow zespotu $miertelnosci niosek w pierwszym tygodniu Zycia, artropatii amyloidowe]
ze wspolistniejgcg amyloidozg uktadowa u kur i broilerow a takze arthritis u kaczek oraz
septicaemii u kaczat. Izolowano Enterococcus cecorum w przebiegu arthritis, spondylitis,
osteomyelitis oraz martwicy gléwki kosci udowej u brojlerow i w stadach rodzicielskich
brojlerow. Enterococcus durans izolowano od kurczat z bakteriemia, a takze z
encephalomalacja natomiast gatunek Enterococcus hirae zostat wyosobniony z ogniskowej
martwicy mozgu, osteomyelitis oraz endocarditis. Najczesciej izolowanymi od drobiu
gronkowcami CoNS byly Staphylococcus xylosus, Staphylococcus lentus, Staphylococcus
cohnii 1 Staphylococcus hyicus a w ostatnich latach od drobiu z réznymi objawami
klinicznymi izolowano takze gatunek Staphylococcus simulans. Kolejnym obiektem
zainteresowan Habilitantki byla Gram-ujemna pateczka Gallibacterium anatis bakteria z
rodziny Pasteurellaceae. Obecno$¢ tego gatunku bakterii stwierdzano w ukladzie
oddechowym ptakow (gorne odcinki) i dolnym odcinku uktadu rozrodczego u ptakdw nie
wykazujgcych objawow chorobowych. Podobnie jak wczes$niej wymienione mikroorganizmy
bakteria ta nalezy do grupy mikroorganizméw wybrednych i charakteryzujacych sig
szczegblnymi wymaganiami wzrostowymi. Poprzednio bakteria ta sklasyfikowana byta jako

Actinobacillus salpingitidis, Pasteurella haemolytica-like, czy Pasteurella anatis.

W ogolnych zarysach podjety cykl badan miat na celu:

- w pierwszym etapie badan cel obejmowat identyfikacje wybranych odzwierzecych
drobnoustrojéw oportunistycznych u drobiu

- ocene czgstosci wystepowania poszczegolnych gatunkéw enterokoké6w u drobiu i

ptakéw dzikich w Polsce a takze réznicowania blisko spokrewnionych gatunkéw tych bakterii
z zastosowaniem metod fenotypowych oraz metody wykorzystujacej technik¢ opartg na
okresleniu swoistego dla mikroorganizmu profilu biatkowego z uzyciem spektrometrii mas
(ang. Mass  Spectrometry) typu MALDI-TOF (ang.  Matrix-Assisted  Laser
Desorption/Ionization Time of Flight)

- kolejnym celem byta identyfikacja i okreslenie pokrewienstwa genetycznego bakterii
oportunistycznych izolowanych od ptakdéw na przyktadzie Enterococcus spp. z mozliwosca
zastosowania i ocena przydatnosci wykorzystania do tego celu metod typowania
molekularnego— PCR, PFGE oraz MLST

- oceng roli ptakow dzikich z terenéw Polski jako rezerwuaru i zrodta lekoopornych klonéw

E. faecalis



- celem kolejnym byla ocena wystepowania lekoopornych bakterii Enterococcus spp. wsréd
izolatéw pochodzacych od drobiu i ptakéw dzikich wykonana z uzyciem metod
fenotypowych i genotypowych

- wlgczony do osiggnigcia naukowego kolejny cel badan obejmowat charakterystyke
fenotypowa Staphylococcus simulans jako istotnego elementu diagnostyki zapalenia
wsierdzia u kurczat

- cel wyznaczony w kolejnym etapie badan dotyczyt zaprojektowania i walidacji testu
opartego na technice LAMP do szybkiej i wiarygodnej identyfikacji bakterii Gallibacterium
anatis.

Nalezy zaznaczy¢, ze zagadnienia zwigzane z patogeneza, diagnostykg i zwalczaniem
choréb bakteryjnych stanowia szeroki zakres zainteresowan Habilitantki juz od 2004 roku w
tym zakazen wywotanych przez pateczki Salmonella spp. u drobiu a nastepnie zakazen
Staphylococcus spp. (od 2009). Habilitantka swoja uwage skupia zaréwno na epidemiologii
zakazen tymi bakteriami z precyzyjna identyfikacjg gatunkows oraz ich wrazliwosci na
chemioterapeutyki co moze mie¢ istotne znaczenie w ratowaniu zycia ludzkiego w sytuacji
zagrozen i zakazen tzw. szpitalnych. Wystgpowanie w mikrobiomie organizméw wyzszych
atypowych cech fenotypowych u niektérych mikroorganizméw moze prowadzi¢ do bledne;j
identyfikacji tych drobnoustrojow co oznacza, ze wykrywalno$¢ wybrednych lub
nietypowych gatunkow bakterii (w tym oportunistycznych) za pomocg rutynowych i
standardowo stosowanych metod nie zawsze jest wiarygodna. Ponadto charakterystyczne dla
niektorych bakterii wymagania odzywcze, ich aktywno$¢ metaboliczna nie zawsze pozwalaja
na ich namnozenie co sktania do wykorzystania metod biologii molekularnej opierajacych sig
w wigkszosci na wykryciu DNA tych bakterii.

Podjete przez Habilitantk¢ szczegdtowe i dobrze zaplanowane a takze, gleboko
przemyslane badania, ktoérych rezultaty opublikowano w pracach stanowigcych w miare
monotematyczny cykl ocenianego osiggnigcia naukowego przedstawiony w postepowaniu
habilitacyjnyn} pozwolily na wykazanie w poszczegdlnych chronologicznie po sobie
nastepujacych publikacjach tresci:

Praca (1) zatytulowana ,,Prevalence and antibiotic resistance of strains of the genus
Enterococcus isolated from poultry”. Acta Veterinaria Hungarica, 2016, 64 (2), 148-

163, DOI10.1556/004.2016.016. W pracy tej Habilitantka dokonata oceny czestosci
wystepowania poszczegdlnych gatunkéw enterokokdéw u drobiu i ptakéw dzikich zyjacych w

Polsce. Wykazala czgste wystepowanie zakazen bakteriami z rodzaju Enferococcus w




materiale biologicznym pochodzacym od drobiu hodowanego w Polsce. Reprezentatywng
pule 911 izolatow Enterococcus spp. pozyskala z 580 stad drobiu, w tym 420 stad brojleréw,
80 stad indyczych, 73 stad kur niosek i hodowlanych oraz 7 stad gesi. Praca przedstawia
wyniki badan dotyczace izolacji bakterii z rodzaju Enterococcus. Najczes$ciej wykrywano je
u brojleréw (88,1%), kur niosek (5,3%), indykow (3,9%), kur hodowlanych (2,2%) i gesi
(0,4%), od ptakéw w wieku 1-3 dni (87,3%), ale takze 4 - 10 dni (3,2%), 2 - 4 tygodni
(5,5%), 5 - 7 tygodni (1,8 %) i 12 - 60 tygodni (2,2%). Dominujgce gatunki zidentyfikowano
jako E. faecalis (74,7%), E. faecium (10,1%), E. gallinarum (5,5%), E. hirae (4,6%) i E.
cecorum (4,1%). E. faecalis, ktéry byl gatunkiem najczesciej izolowanym z probek pobranych
z serc kurczat brojlerow w wieku do 10 dnia zycia. Odnotowano rowniez przypadki
endocarditis z udzialem FE. faecalis u drobiu. Wykazano tez, ze znaczacy wzrost
wystepowania E. faecalis w przewodzie pokarmowym w ciggu pierwszej doby zycia pisklat
wigze si¢ z horyzontalng transmisjg tych bakterii w wylegarni. Autorka stwierdzita, ze
czestos¢ wystepowania u drobiu takze innego gatunku E. cecorum, podobnie jak E. faecalis,
jest zalezna od wieku. Najwyzszy odsetek E. cecorum wykazata u brojlerow w wieku 2 - 5
tygodni a u kur niosek w wieku 22 - 35 tygodni za$ kur reprodukcyjnych (28-37tygodni) i u
gesi (50 dni). Wg badan autorki te dwa najczesciej izolowane enterokoki a dodatkowo E.
hirae wywotuja zapalenie stawow krggostupa, zapalenie stawow i zakazenie szpiku kostnego
(E. cecorum) oraz zapalenie wsierdzia (E. hirae). Nie wykazano w tych badaniach obecnosci
tego gatunku u drobiu ponizej 2 tygodnia zycia. Inne gatunki, tj. E. casseliflavus (0,8%), E.
avium (0,1%) 1 E. columbae (0,1%) Autorka izolowala sporadycznie. Dodatkowo w pracy tej
okreslono fenotypowsa lekowrazliwo$¢ Enterococcus spp. u drobiu. Autorka uzyla zarowno
metody dyfuzyjno-krazkowej oraz metody mikrorozcienczen w bulionie, polegajacej na
okresleniu wartosci MIC (ang. Minimal Inhibitory Concentration) - minimalnego stezenia
hamujacego wzrost mikroorganizméw. Wyniki badan wykazaly powszechne wystepowanie
szczepdw antybiotykoopornych wsréd enterokokéw izolowanych od drobiu i ptakéw dzikich
w Polsce (dane z kolejnej publikacji- nr 3 Autorki). Dodatkowo, niepokojacy jest fakt
wystepowania szczepéw wieloopornych wsrod izolatéw pozyskanych od ptakéw. Izolaty
pochodzace od drobiu wykazaly wysoka opornos¢ (>50%) na sulfametoksazol z
trimetoprimem - SXT (88%), tylozyn¢ (71,4%), enrofloksacyn¢ (69,4%), doksycykline
(67,3%) 1 linkomycyne ze spektynomycyna (56,1%). Cze$¢ izolatow byla srednio wrazliwa na
enrofloksacyne (6,7%), linkomycyne ze spektynomycynag (4,5%), florfenikol (3,3%),
doksycykling (3%) i tylozyne (2,3%). Opornos$¢ na wankomycyne (0,11%; tylko jeden izolat

E. cecorum), amoksycyling (4%), amoksycyling z kwasem klawulanowym (4,5%) i



florfenikol (15,7%) zostata sklasyfikowana jako niska (<25%). Wsrod analizowanych bakterii
z rodzaju Enterococcus pochodzacych od ptakéw dzikich, 100% bylo opornych na
linkomycyne, a prawie potowa szczepéw (48%) na tetracykling i doksycykline. Oporno$¢ na
erytromycyng i ciproflokscyne wykazano odpowiednio u 44% i 22% izolatéw Enterococcus
spp. Okazalo si¢, ze odpowiednio 18% i 14% izolatow byto opornych na streptomycyne i
kanamycyne.

W publikacji drugiej ,MALDI-TOF mass spectrometry as a useful tool for
identification of Enterococcus spp. from wild birds and differentiation of closely related
species”. Journal of Microbiology and Biotechnology, 2017, 27(6), 1128-1137, DOI
10.4014/jmb.1612.12036. W ramach  badan Habilitantka poszerzyla swodj warsztat
diagnostyczny (identyfikacyjny) o bardzo uzyteczng i latwiejszg do wykorzystania w
badaniach identyfikacyjnych metod¢ MALIDI-TOF-MS oparta o spektrometric mas
pozwalajaca na analize biatek komodrek bakteryjnych jako niepowtarzalny, unikatowy profil
biatkowy tzw. molekularny ,,odcisk palca”. Zastosowanie tej metody potwierdzito zgodnosé
na poziomie 80% z wynikami uzyskanymi innymi metodami w tym opartej na analizie w
wykorzystaniem sekwencjonowania genu rpoB. Przeprowadzone i opublikowane w tej pracy
wyniki wykazaty jak istotne jest wykorzystanie wilasciwych metod diagnostycznych do
identyfikacji szczepéw o nietypowych wiasciwosciach. Dr Dagmara Anna Stepien-Pysniak
wykorzystujac  nowoczesng metode oparta na spektrometrii mas typu MALDITOF
przeprowadzita identyfikacje zréznicowanych gatunkdéw Enterococcus spp., ktore mogag
wystepowa¢ w materiale diagnostycznym pozyskiwanym z réznych narzadéw badanych
ptakow. Wykazata  ze wsrdd 54 izolatow Enterococcus spp. (izolaty wyizolowane z
wymazow pobranych z kloaki) od 25 gatunkéw ptakow dzikich, E. faecalis byt najbardzie;
rozpowszechnionym gatunkiem (50%). Nieco rzadziej wystepowat E. faecium (33,3%), a
nastepnie E. hirae (9,3%), E. durans ( 3,7%) i E. casseliflavus (3,7%). Najbardziej
rozpowszechnionymi gatunkami zaréwno u ptakéw hodowlanych, jak i dzikich byly E.
faecalis i E. faecium. Potwierdza to tezg, ze inne gatunki bakterii z rodzaju Enterococcus maja
duze zdolnos'c;i adaptacyjne i mogg kolonizowaé gatunki ptakow, ktore nie sg ich naturalnymi
gospodarzami.

W kolejnej publikacji (3) pt. ,,Wild birds as a potential source of known and novel
multilocus sequence types of antibiotic-resistant Enterococcus faecalis”. Journal of Wildlife
Diseases, 2018, 54(2), 219-228, DOI 10.7589/2017-05-118 habilitantka przeprowadzita
analize genotypowych profili lekowrazliwosci Enterococcus faecalis izolowanych od ptakoéw

dzikich oraz okreslita ich pokrewienstwo genetyczne przy wykorzystaniu metod PFGE oraz




MLST. Antybiotykooporne szczepy E. faecalis Autorka badatla za pomoca PCR w celu
wykrycia nastepujacych gendw opornosci w tym dla:

- glikopeptydy: vand, vanB, vanD — dipeptyd koncowy D-Ala-D-Lac; vanCl,vanC2/C3,
vanE, vanG — dipeptyd koncowyD-Ala-D-Ser

- penicyliny: pbp5 — zmiany w biatkach PBP (ang. Penicylin Binding Protein), co skutkuje
zmniejszonym powinowactwem tych bialek do p-laktamow, blaZ — gen kodujacy
wytwarzanie enzymow hydrolizujacych pierscien B-laktamowy w czasteczce antybiotyku

- aminoglikozydy: aph(3’)-Illa - gen kodujacy fosfotransferaze¢ APH(3’)IIla modyfikujaca
kanamycyne; ant(6)-Ia - gen kodujacy nukleotydylotransferazg ANT(6)-Ia modyfikujaca
streptomycyne

- tetracykliny: tet(M), tet(O) - geny kodujgce bialka chronigce rybosomy przed dziataniem
tetracykliny; ret(L), tet(K) - geny kodujace biatka btony cytoplazmatycznej o charakterze
pomp

- makrolidy: erm(A), erm(B) - geny kodujace enzymy modyfikujace lek o aktywnosci
metylazy; msr(A/B), msr(C) - geny kodujgce biatka z rodziny transporterow ABC
modpowiedzialne za aktywne wypompowywanie leku z komorki

- linkozamidy: /nuA - gen kodujacy O-nukleotydylotransferaze modyfikujaca

antybiotyk.

Waznym jest wykazanie przez dr Dagmar¢ Anng¢ Stepien-Pysniak w oparciu o analize
obecnosci poszczegbdlnych gendw (co moze by¢ istotne), ze wsrod izolatow E. faecalis
pochodzacych od ptakoéw dzikich w Polsce opornos¢ na tetracykliny jest wynikiem obecnosci
genow fef(M) i/lub zet(L). Geny te wykryto u 85% izolatéw opornych na teracykliny. Zaden z
badanych izolatow bakteryjnych nie posiadal genu te#(K) ani tet(O). Podczas analizy
wzorcOw genetycznej opornosci stwierdzono, ze geny tet(M) i tet(L) wystepowaly zwykle
jednoczesnie i w tym samym szczepie z genem erm(B). Gen erm(B) a wykryto je u
wszystkich opornych na erytromycyne szczepow E. faecalis, podczas gdy dwa z nich
dodatkowo zayvieraiy gen erm(A), a jeden izolat posiadal takze gen msr(A/B). Obecnos$¢ genu
msr(C) nie zostala potwierdzona w zadnym z izolatéw opornych na makrolidy. Zaden z
opornych na linkomycyne izolatoéw bakteryjnych nie posiadat genu /nuAd. Autorka wykazata
takze, ze opornos¢ fenotypowa na kanamycyne i streptomycyng u badanych izolatéw E.
faecalis warunkowana byta obecnoscig odpowiednio genu aph(3')-Illa i ant(6)—Ia. W pracy
tej Habilitantka okreslita zréznicowanie genetyczne izolatow E. faecalis, wykazujac, ze oparta
na sekwencjonowaniu genéw metoda MLST cechowala si¢ nieco mniejszg silg

dyskryminujagca w poréwnaniu do typowania metodg PFGE, co wykazano przy pomocy
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indeksu Simpsona. Typy sekwencyjne zostaly poprawnie zdefiniowane i mogg by¢
wykorzystane w laboratoriach na calym $wiecie. W badanych przez Autorke izolatach E.
faecalis stwierdzono 22 pulsotypy i 18 typow sekwencyjnych (ST), wérod ktérych ustalonych
zostato siedem nowych ST (ST748-ST753 i ST764). Cennym stwierdzeniem jest to, ze nowe
typy sekwencyjne u ptakow dzikich zostato znalezionych w poblizu duzych aglomeracji
miejskich co moze by¢ zwigzane ze tzw. ,zrzutem” pozostatosci antybiotykéw do
srodowiska. Typami sekwencyjnymi najczesciej wystepujacymi byly ST290, ST374, ST287
oraz ST34 podczas gdy pozostatych osiem ST wykryto tylko jednokrotnie (ST81, ST175,
ST753, ST165, ST16, ST21, ST35, ST232).Typowanie metodg MLST wykazato, ze badane
szczepy E. faecalis nie sg ze sobg powigzane, z wyjatkiem trzech par izolatéw, oznaczonych
jako ST81 i ST752, ST175 i ST753 oraz ST165 i ST748. Dr D. Stepieni —Pysniak w tych
badaniach wykazata, ze izolaty pochodzgce od ptakow dzikich w Polsce byly bardziej
zréznicowane w typowaniu PFGE, niz szczepy E. faecalis nalezace do tych samych ST lub
CC, ktére byly nieodroznialne lub przynajmniej blisko spokrewnione (na co wskazujg prace
innych autor6w). Analizujgc powigzania pulsotypowe pomig¢dzy izolatami wskazata nie tylko
na wysokg plastycznos$¢ klondéw enterokokowych i ich zdolnosci do ewolucji w wyniku
transferu horyzontalnego réznych gendéw i ew. wystepujacych mutacji ale na wynikajgce z
tego trudnosci w dochodzeniach epidemiologicznych w odniesieniu do tych bakterii.
Osiggnieciem wlasnym Autroki jest wykazanie, ze niektére z badanej puli szczepow E.
faecalis od ptakow dzikich byly wezesniej zwigzane z zakazeniami u ludzi a dodatkowo
wystepowaly w przypadkach zapalenia wsierdzia i posocznicy u drobiu. Oznacza to, ze
ptactwo dzikie moze by¢ zrédlem E. faecalis w przypadku zakazen u ludzi, zwierzat
domowych i zwierzgt w produkcji wielkotowarowej. Obecnos¢ licznych determinant
oporno$ci, zwlaszcza tych, ktére moga byé¢ zlokalizowane na ruchomych elementach
genetycznych, stanowi zagrozenie rozprzestrzeniania si¢ lekoopornosci w obrebie bakterii
tworzacych mikrobiot¢ oraz pojawienie sie patogenéw kolonizujacych m.in. przewédd
pokarmowy i Srodowiska, z udziatem ptakéw dzikich.

Analizujac czwarty (4) wskazang w dziele publikacje zatytulowang ,,A loop-mediated
isothermal amplification procedure targeting the sodA gene for rapid and specific
identification of Gallibacterium anatis”. Poultry Science, 2018, 97(4), 1141-1147, DOI
10.3382/ps/pex420 nalezy zauwazy¢ nowatorskie wykorzystanie w oparciu o  dobor
warunkow i zastosowanie metody LAMP w czasie rzeczywistym (real-time LAMP) do
szybkiej i bardzo specyficznej identyfikacji G. anatis wyizolowanych od kur i indykow. Jest

to pierwsze opracowanie na ten temat nie tylko w polskiej, ale rowniez zagranicznej



literaturze naukowej w odniesieniu do bakterii G. anatis. Badajac 120 izolatow terenowych
tej bakterii Autorka ich identyfikacje przeprowadzita w oparciu o technike MALDI-TOF MS,
konwencjonalnej techniki PCR, a w sytuacjach watpliwych rowniez sekwencjonowania
opartego na genie rpoB. Okreslenie gatunkowe z wykorzystaniem LAMP w czasie
rzeczywistym Autorka wykonata w oparciu o sekwencje genu sod4 dla szczepu G. anatis.
Wszystkie 120 izolatdw terenowych G. anatis i szczep referencyjny G. anatis ATCC 43329
zostalo poprawnie zidentyfikowanych za pomocg testu G. anatis-LAMP. Nie wykazano takze
znaczacych réznic miedzy bakteriami G. anatis za pomocg analizy krzywej topnienia, co
sugerowato wystgpowanie amplikonéw o podobnej sekwencji, a tym samym ze byl to jeden
gatunek bakterii, czyli G. anatis. Powyzsze badania poza wartoscig naukowa, majg rowniez
aspekt praktyczny i aplikacyjny, czego rezultatem bylo opracowanie bardzo czulego i
specyficznego testu do identyfikacji G. anatis. Opracowany wlasny test z uzyciem techniki
LAMP w czasie rzeczywistym, w objetosci 13 pl mieszany reakcyjnej, ktéry jest mniej
czasochtonny 1 mniej kosztowny niz ilosciowy PCR zostat skomercjalizowany jako wiasny
test diagnostyczny, ktéry aktualnie dostepny jest w ofercie jednej z firm w kraju. Stanowi
alternatywe dla bardziej czasochtonnych i kosztownych metod molekularnych, w tym
sekwencjonowania, w czasie ktorych wykonywano ekstrakcje DNA, amplifikacje genu,
oczyszczanie produktu PCR, elektroforeze w zelu agarozowym, etapy samego
sekwencjonowania oraz analize danych.

Publikacja piata(S) zatytulowana Staphylococcus simulans associated with endocarditis in
broiler chickens. Avian Pathology, 2017, 46, 44-51, DOI 10.1080/03079457.2016.1203392.

Z uwagi na fakt, iz az 24 gatunki gronkowcow byto izolowanych od ptakéw hodowlanych (a
najczesciej byly to Staphylococcus cohnii, Staphylococcus aureus, Staphylococcus lentus)
istnieje wysokie ryzyko kontaminacji produktéw pochodzenia zwierzecego, a nawet
niebezpieczenstwo zakazenia si¢ ludzi pracujacych z drobiem na réznych szczeblach
produkcji. Jednym z tych zagrozen jest wysoka opornos¢ badanych bakterii na antybiotyki
stosowane u drobiu, ktore naleza do tych samych grup lekéw wykorzystywanych w terapii
ludzi. Autorka po raz pierwszy w kraju (na $wiecie) wyizolowala, zidentyfikowata oraz
scharakteryzowala Staphylococcus simulans jako czynnik etiologiczny endocarditis u kurczat
brojlerow. Do wystapienia zapalenia wsierdzia przyczynila sie w badanym stadzie
prawdopodobnie obnizona odpornos¢ na skutek stresu wynikajgcego z upalnej i burzowej
pogody podczas odchowu ptakéw. W celu potwierdzenia poprawnosci identyfikacji
izolowanej od ptakow bakterii Staphylococcus simulans z uzyciem techniki MALDI-TOF

Habilitantka zastosowata takze  sekwencjonowanie z wykorzystaniem odpowiednich
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sekwencji genéw rpoB i dnaJ. Ocena wybranych czynnikéw wirulencji wykazata, ze badane
izolaty nie wytwarzaly hemolizyny/cytolizyny, koagulazy i DNAzy, ale produkowatly
proteazy 1 zewnatrzkomorkowe polisacharydy (S$luz). Przeprowadzona w pracy
charakterystyka fenotypowa tego gatunku bakterii wnosi wazne dane w aspekcie
potencjalnego zagrozenia dla zdrowia i1 zycia ludzi. Uwaza si¢, Ze zwierzeta sg potencjalnym
rezerwuarem gronkowcow opornych na metycyling. Wyizolowane przez Autorke szczepy
oporne byly na metycyling, rifampicyng, sulfadimetoksyne i sulfatiazol. Zatem mozna
przyjac, ze istnieje realne zagrozenie przeniesienia zakazenia S. simulans (szczepy oporne) od
drobiu na ludzi.

W koncowej czesci omowienia celu prac jak rowniez uzyskanych wynikow wraz z
omoéwieniem Habilitantka wymienila szereg bardzo istotnych wnioskow. Sprowadzajg si¢ one
do zrozumienia roli zakazen z rodzaju Entrerococus i Staphylococcus oraz bakterii
Gallibacterium anatis u drobiu, skali zagrozen jakie stanowig enteropatie/enterotoksemie
przez nich wywotywane ale takze co bardzo istotne zrozumienie mechanizméw wirulencji i
antygenowosci szczepOw oraz mechanizmoéw nabierania opornosci z udziatem populacji
ptakéw wolnozyjacych. Dodatkowo badania te przyblizajg nas do wiedzy o roli i znaczeniu
bakteriofagéw, ktora to mogag stanowi¢ nowy or¢z w ograniczaniu i eliminowaniu zakazen
jako alternatywa do obecnie mocno eksponowanej koniecznosci ograniczania stosowania
antybiotykoterapii oraz innych alternatywnych metod podnoszacych zdrowotnos¢ drobiu.

Reasumujac monotematyczny cykl 5 prac doswiadczalnych pt. ,,Zastosowanie
Sfenotypowych i molekularnych metod w identyfikacji i charakterystyce wybranych
patogendw oportunistycznych izolowanych od ptakow” przedstawiony do oceny nalezy
podkresli¢, ze jest osobistym osiggnieciem Habilitantki o duzym i waznym znaczeniu oraz
Jej niekwestionowanym wkladem w rozwodj nauk weterynaryjnych w dziedzinie patologii
zwierzat  (szczegdlnie u drobiu w produkcji wielkotowarowej). Nie jest rowniez bez
znaczenia dla zdrowia konsumentéw produktow drobiarskich i zdrowia ludzi oraz speinia on
wszystkie kryteria ustawowe szczegdlnego osiggniecia naukowego stanowigcego podstawe o
ubieganie si¢ o nadanie stopnia naukowego dr hab. nauk wet. w $wietle wymaganych prawem
przepisow.

Ocena pozostalych osiagni¢¢ naukowo — badawczych

Analiza pozostalych osiggnig¢ naukowych dr Dagmary Anny Stepien-Pysniak
stanowi cenne zrodto wiedzy o calej karierze naukowej, palecie zainteresowan naukowych i
osiggnietych wynikach badan. Byly one uwarunkowane zakresem tematyki naukowej jakg na

przestrzeni lat kreowano w jej macierzystej Katedrze. Habilitantka w swoich badaniach w




ramach ocenianego zakresu tematycznego byla tez zywo zainteresowana potrzebg rozwoju
zagadnien z zakresu patologii drobiu w produkcji wielkotowarowej co taczy si¢ szczegélnie
w ostatnich latach z bardzo dynamicznym rozwojem tej produkcji zwierzecej. Poza pracami
stanowigcymi osiggni¢cie naukowe Habilitantka brata udzial w realizacji innych badan
naukowych.

Gléwne kierunki tych badan obejmujg takie zagadnienia jak:

« problematyke diagnostyki izolowanych od ptakéw i ludzi bakterii o nietypowych
wlasciwos$ciach biochemicznych

« epidemiologia zakazen u drobiu oraz analiza czynnikow wirulencji bakterii z rodzaju
Staphylococcus groznych takze dla ludzi w ktérej poréwnano identyfikacje wybranych
izolatow bakterii wyosobnionych od ptakéw hodowlanych oraz ludzi w oparciu o rutynowo
stosowane metody diagnostyczne 1 technike MALDI-TOF MS.

» wykorzystanie metod fizyko-chemicznych do oceny adhezji enterokokow

e ocena lekowrazliwosci wybranych bakterii kolonizujgcych przewod pokarmowy u ptakow

» alternatywne metody kontrolowania zakazen u ptakow hodowlanych

 wystepowanie i zréznicowanie mikrobioty uktadu oddechowego organizmu ludzkiego

* opis przypadkow klinicznych.

Zakres dziatalno$ci naukowej dr Dagmary Anny Stepien-Pysniak charakteryzuje si¢
duzg roznorodnoscig tematyczng obejmujacg epidemiologie i rol¢ réznych czynnikow
bakteryjnych w patologii drobiu, opracowaniem i wdrazaniem technik diagnostycznych i
terapii drobiu (antybiotykoterapii) a takze w opracowaniu alternatywnych metod
kontrolowania zakazeh bakteryjnych u drobiu co zmierza do ograniczenia stosowania
antybiotykow oraz modyfikacji czynnikéw zywieniowych (suplementacji diety) u drobiu i
ich wptywu na jego zdrowotno$¢ i parametry odpornosci. Cato$¢, w miare jednak spdjnych
zainteresowan naukowych Habilitantki w okresie okoto 16-tu lat pracy naukowej, mozna
skupi¢ w obszary tematyczne takie jak:

- techniki diagnostyczne w rozpoznawaniu i zwalczaniu chor6b bakteryjnych i
ukierunkowania terapeutyczne (wdrozenie szeregu nowoczesnych technik diagnostycznych i
opracowanie wlasnego testu skomercjalizowanego).

- wystepowanie, charakterystyka i ocena wtasciwosci antygenowych patogenow
bakteryjnych w zakazeniach u drobiu oraz innych ptakoéw (ozdobnych i wolnozyjacych) a w
szczegdlnoscei rola zakazen pateczkami Salmonella spp., metody wykrywania i identyfikacji

oraz transmisja paleczek Salmonella z uwzglednieniem antybiotykoterapii




- wystepowanie, charakterystyka i ocena wlasciwosci antygenowych bakterii
oportunistycznych w zakazeniach u drobiu oraz innych ptakoéw (ozdobnych i wolnozyjacych)
- oceny adhezji enterokokow z wykorzystaniem metod fizyko-chemicznych, co dotyczyto
gltéwnie badan nad oceng wptywu fizyko-chemicznych wtasciwosci powierzchni komorek E.
faecalis wyizolowanych z serc jednodniowych pisklat brojleréw kurzych niewykazujacych
objawow klinicznych choroby na zdolno$¢ do tworzenia biofilmu z uwzglednieniem
obecnosci genetycznych determinant zjadliwosci i znaczenia potencjatu elektrokinetycznego
W pierwszym etapie patogenezy Enterococcus faecalis.

- oceny lekowrazliwosci wybranych bakterii kolonizujacych przewod pokarmowy u ptakow
hodowlanych oraz wolnozyjacych, w kontekscie ewentualnego zagrozenia rozwoju i
rozprzestrzeniania opornosci, w tym wsrod bakterii patogennych zaréwno dla ptakéw jak i dla
ludzi. W badaniach tych wykazano np. , ze gotebie sportowe oraz dziko zyjace sg nosicielami
glownie Cjejuni a  izolaty tego patogenu odznaczaly si¢ wysokg czestotliwoscig
wystepowania opornosci na makrolidy, streptomycyne, tetracykliny i penicyliny, ograniczajac
tym samym mozliwosci terapeutyczne w przypadkach zakazen tymi drobnoustrojami ludzi
czy zwierzat. Udowodniono réwniez, ze przewod pokarmowy kurczat brojlerow i indykow
stanowi zrodto wieloopornych Lactobacillus spp.

- ocena zlozonego wpltywu suplementacji zywieniowych substancjami probiotycznymi a takze
innymi substancjami naturalnymi (dzialanie dietetyczno-terapeutyczne) oraz —zastosowanie
alternatywnych dla antybiotykow metod zwalczania zakazen u ptakow na wybrane parametry
odporno$ciowe organizmu ptakoéw (humuralne i komoérkowe), zdrowotnos¢ oraz na efekty
produkcyjne u drobiu.

Badania ktore prowadzila i w ktorych uczestniczyta Habilitantka w zakresie tego
ostatniego obszaru byly zwigzane takze z izolacja oraz charakterystyka bakteriofagow
swoistych dla szczepéw Campylobacter spp. izolowanych od drobiu. Wymiernym efektem
tych badan jest zaakceptowana do druku publikacja w czasopismie znajdujacym si¢ w bazie
JCR.

Efekten{ prowadzonych we wszystkich wymienionych powyzej obszarach badan
Habilitantki byly wydane drukiem publikacje (23) w czasopismach z listy JCR posiadajacych
Impact Factor (IF) w oraz 605 punktow MNiSW, wykazanych w autoreferacie ( Zalgcznik nr
2a do wniosku), co daje taczny wspdtczynnik wptywu 30,834 i 649 punktoéw ministerstwa
MNiSW. Lacznie habilitantka opublikowata 42 publikacji ktorych tematyka dotyczyla
prowadzonej aktywnos$ci naukowej. Skladajg sie one na tematyczne dzieto (5 publikacji) o

wspotczynniku wptywu (IF) od 0,814 do 2,216 (sumaryczny IF 7,981)- 150 pkt MNiSW oraz




pozostate 37 publikacji w tym 18 z listy JCR, 11 artykutéw nie posiadajgcych IF, 7
popularno-naukowych i 1 rozdziat w monografii ( Zal. Nr 3 , [IA1, IID1 i 2).

Habilitantka w swoich badaniach w ramach ocenianego zakresu tematycznego
potrafila efektywnie wspOlpracowa¢ z innymi badaczami (nie zajmujgcymi si¢ patologig
drobiu) a dotyczacymi wystgpowania i zréznicowania mikrobioty uktadu oddechowego
organizmu ludzkiego. Dzigki nawigzanej wspdtpracy miedzyuczelnianej, zwlaszcza z Katedrg
i Zaktadem Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownig Diagnostyki Mikrobiologicznej,
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, prowadzi badania nad rolg drobnoustrojow
zasiedlajacych rozne ekosystemy organizmu ludzkiego i tworzacych ich mikrobiotg, w tym
bakterii nalezacych do rodziny Pasteurellaceae oraz innych rodzin i gatunkdw o
zréznicowanym potencjale patogennym dla ludzi. Mikroorganizmy te, w tym paleczki
Pasteurellaceae, ktore naleza do mikroorganizméw wybrednych o duzych wymaganiach
wzrostowych, stanowia wazne skltadniki mikrobioty gospodarza. Wigkszos¢ badan
koncentruje sic na mikrobiocie oddechowej oséb zdrowych i pacjentdéw z chorobami
przewlektymi. Dotychczasowe wyniki badafi nad mikrobiota pacjentow z chorobami
przewleklymi i o0sob zdrowych opublikowano w postaci 3 publikacji w czasopismach
znajdujacych si¢ w wykazie A i B MNiSW oraz jako 4 komunikaty przedstawiono na
konferencyjnych krajowych i migdzynarodowych. Wspdlnie z naukowcami z Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie podjeta badania nad oceng wptywu
fizyko-chemicznych wiasciwosci powierzchni komoérek E. faecalis wyizolowanych z serc
jednodniowych pisklat brojleréw kurzych niewykazujacych objawow klinicznych choroby na
zdolnosé do tworzenia biofilmu z uwzglednieniem obecnosci genetycznych determinant
zjadliwosci.

Inne osiagniecia, nie wymienione w pkt. IIIA-IIIP.

Dr. Dagmara Anna Stepiefi-Pysniak jest specjalista w dziedzinie- Choroby drobiu 1
ptakow ozdobnych. Dyplom specjalisty zostal wydany przez Komisje ds. Specjalizacji
Lekarzy Weterynarii, Weterynaryjne Centrum Ksztalcenia Podyplomowego dyplom nr
5/362/2013 z dnia 07.12.2013r.

Podsumowujac  dotychczasowy bardzo owocny okres dziatalnosci naukowej
Habilitantki, nalezy podkresli¢ Jej duze zaangazowanie w dziedzinie patologii drobiu
zar6wno na poziomie badafh oceniajacych szeroko wplyw poszczegblnych patogenow
bakteryjnych na zdrowie drobiu i wynikajacych z tego ew. zagrozen zoonotycznych dla ludzi,
bezpieczenstwa zywnosciowego produktow drobiarskich ale takze w zakresie wybranych

aspektow antybiotykoterapii z uwzglednieniem narastania opornosci na leki stosowane w




medycynie ludzkiej. Dodatkowo nalezy wskaza¢ wktad Habilitantki w stan wiedzy dotyczgcej
podniesienia ogdlnej zdrowotno$ci drobiu opartej o analiz¢ odpornosci humuralnej 1
komoérkowej po suplementacji alternatywnej jego diety $ladowymi pierwiastkami i innymi
naturalnymi substancjami.

Wskazujac na wysokie ale tez rowne zaangazowanie jakiemu poswiecila sig
Habilitantka w pracy nauko-badawczej osiggajac przy tym istotne  wyniki badaf
udokumentowane znaczacymi pozycjami bibliograficznymi, zaréwno pod wzgledem ich
jakosci, jak tez liczby, jej udziatem w licznych konferencjach naukowych, interesujgcymi
mozliwo$ciami wspolpracy badawczej jej dorobek oceniam wysoko.

Dotychczasowy dorobek dr Dagmary Anny Stepien-Pys$niak (vide tabela w
autoreferacie) obejmuje w sumie 77 pozycje (z tego 5 prac  stanowigcych tematyczny cykl
publikacji sktadajgcych sie na szczegdlne osiagniecie naukowe) i 72 pozostatych publikacji).
W tej liczbie wspolautorstwo 42 publikacji, w tym 23 prac oryginalnych opublikowanych w
czasopismach z listy filadelfijskiej, 18 artykutlow w czasopismach spoza tej listy. Habilitantka
jest w 15 publikacjach pierwszym autorem. Dodatkowo wykazuje wspoélautorstwo 35
komunikatéw zjazdowych prezentowanych na konferencjach krajowych i migdzynarodowych
oraz aktywny udzial w 10 konferencjach naukowych. Habilitantka byla recenzentka
manuskryptow dla redakcji czasopism naukowych z listy A i B MNiSW (w tym w

czasopismach anglojezycznych) oraz recenzj¢ rozdziatu w monografii.

Eaczny sumaryczny Impact factor tych publikacji wg listy Journal Citation Reports (JCR),
zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 30,834

L.aczna sumaryczna punktacja MNiSW za te publikacje 649,0 pkt

Liczba cytowan publikacji wg bazy Web of Science (WoS) wynosi 60

Index Hirsha wedtug bazy Web of Science (WoS) wynosi 4.

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk weterynaryjnych lek. wet. Dagmara Anna
Stepien-Pysniak, opublikowata 2 prace oraz 3 publikacje popularno naukowe. Jesli
dokonamy poréwnania aktywnosci publikacyjnej Kandydatki na dra habil. przed (ogotem 5
prac) i po uzyskaniu stopnia naukowego doktora n. wet. to wida¢ znaczacy postep w tej
aktywnosci bowiem opublikowanie 40 prac w tym drugim etapie rozwoju naukowego
stanowi wielokrotny wzrost tej liczby (z czego 23 prace znalazlo si¢ na liscie JCR jako
orginalne o lacznym IF 30,834). Ranga tych czasopism w ktérych opublikowano ponad
polowe prac oryginalnych $wiadczy o wysokiej jakosci prowadzonych przez Habilitantke

badan i o uzyskanych istotnych wynikach. Habilitantka w okresie po doktoracie prezentowata




cze$é wynikéw z prowadzonych przez nia badan na konferencjach naukowych (Naukowe
Konferencje Drobiarskie)- 32 komunikaty. Podsumowujac liczne aktywnosci naukowe w
jakie byta dotychczas zaangazowana Habilitantka wpisywaty sie¢ najczgéciej w aktualng
problematyke badawczg Jej rodzimej jednostki naukowej, jednak nie przestonity dr Dagmarze
Stepien-Pysniak horyzontu naukowego zwigzanego z tematyka dotyczaca epidemiologii
zakazen i roli bakterii oportunistycznych w patologii drobiu a glownie na okresleniu ich
opornosci na antybiotyki, wirulencji w oparciu o ich cechy feno- i genotypowe, czemu si¢
szczegOlnie poswiecila.
Ksztalcenie kadry naukowej
Kandydatka sprawowata opieke naukowa w charakterze promotora pomocniczego pracy
doktorskiej dr Sylwii Andrzejczuk pt. ,,Fenotypowa i genotypowa ocena opornosci na beta-
laktamy szczepéw Haemophilus spp. izolowanych z mikrobioty uktadu oddechowego”
realizowanej w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownia
Diagnostyki Mikrobiologicznej, Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w
Lublinie (Zat. Nr 4, K1).
Byta opiekunem naukowym i promotorem jednej pracy inzynierskiej pt. ,,Znaczenie bakterii z
rodzaju Enterococcus” na kierunku Biotechnologia Wydziatu Nauk o Zywnos$ci 1
Biotechnologii UP w Lublinie, (inz. Kamila J aworskiego), (Zal. Nr 4, J).
Obecnie sprawuje opieke naukowg w charakterze promotora pomocniczego w kolejnej pracy
doktorskiej lek. wet. Jarostawa Wilczynskiego pt. ,,Charakterystyka molekularna czynnikow
wirulencji oraz lekowrazliwos¢ szczepow Escherichia coli (APEC) izolowanych od drobiu na
terenie Polski zachodniej” realizowanej w Zakladzie Prewencji Weterynaryjnej i Chordb
Ptakéw na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie (Zat. Nr 4, K2).
W zakresie dorobku dydaktycznego i popularyzatorskiego

Habilitantka recenzowata manuskrypty dla  czasopism migdzynarodowych
znajdujacych sie w bazie JCR (Avian Pathology, J ournal of Wildlife Diseases, Environmental
Microbiology) a takze kilkakrotnie dla czasopisma krajowego znajdujgcego si¢ w wykazie B
MNiSW (Current Issues in Pharmacy and Medical Sciences) oraz rozdziatu w monografii dla
Fundacji na rzecz promocji nauki i rozwoju Tygiel. W ramach dziatalnosci popularyzujacej
nauke jest wspotautorka siedmiu publikacji o tematyce zwiazanej z patologia drobiu (Zat. nr
3,IID3).
Dzialalnos¢ dydaktyczna

Habilitantka, przez caty okres zatrudnienia tj. od 2003 r. do chwili obecnej, w ramach

dziatalnoéci dydaktycznej prowadzi zajecia z patologil drobiu i ptakéw ozdobnych ze



studentami na Wydziale Med. Wet. UP w Lublinie, co obejmuje tematyke ,,Choroby ptakow”
oraz ,,Choroby ptakéw —staz” a dodatkowo w ramach Zaktadu Prewencji Weterynaryjnej i
Choréb Ptakow, Instytutu Biologicznych Podstaw Choréb Zwierzat, Wydziatlu Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie jest osoba wspoétodpowiedzialng za
powyzsze przedmioty i realizacje programu wyktadow. Uczestniczy rowniez w prowadzeniu
przedmiotéw fakultatywnych ,,Choroby ptakéw ozdobnych” oraz ,,Chow i choroby ptakow
bezgrzebieniowych”. Dodatkowo jest osobg odpowiedzialng za przygotowanie oraz realizacj¢
przedmiotu ,,Choroby ptakow ozdobnych”. W ramach programu Erasmus prowadzita
wyklady pt. ,,Mechanisms of bacteria resistance to antibiotics. Types of intrinsic and acquired
antibiotics resistance in Enterococcus” w jezyku angielskim dla stuchaczy studiow
podyplomowych w Uniwersytecie w Pizie (Wlochy) (Zal. Nr 4, I).

Jest cztonkiem minimum kadrowego nowego kierunku ,,Analityka weterynaryjna”powstatego
na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie gdzie jest odpowiedzialna za
przedmiot ,,Procedury laboratoryjne w diagnostyce chordb ptakow”.

Pewien niedosyt uwidaczniajacy si¢ po analizie kariery naukowej Habilitantki moze
wynika¢ z ograniczonej mozliwosci odbycia (udziatu) stazy, szczeg6lnie zagranicznych co w
powszechnym odbiorze ma istotny wplyw na rozwéj mtodego naukowca a byly one z reguty
bardzo krotkoterminowe - pewnie ograniczone byly roznymi czynnikami. Mozna mie¢ takze
uwagi co do starannosci przygotowania autoreferatu (dos$¢ liczne literowki) czy nefortunne
sfornutowania jak: ,,patomechanizm chordb oportunistycznych”- to chodzi o mikroorganizmy
oportunistyczne a nie choroby . Jest to jednak luzna uwaga Recenzenta i w zaden sposob nie
umniejsza poziomowi i efektywnosci prowadzonych badan w ramach prac sktadajacych si¢ na
dzieto przedtozone we wniosku habilitacyjnego. Swiadczy to dodatkowo pozytywnie o osobie
Habilitantki albowiem stanowi przyktad mozliwosci osiggniecia celu naukowego takze bez
powyzej wspomnianych uwarunkowan.

Whiosek koncowy

Analiza \przedloZonego do oceny dorobku naukowego dr Dagmary Anny Stepien-
Pysniak, w tym monotematycznego cyklu publikacji jako tzw. ,,0siagnigcie naukowe”’-
stanowigce znaczacy wkiad Kandydatki w rozwoj nauk weterynaryjnych, upowaznia mnie do
stwierdzenia, ze Jej osiggnigcia spetniajg kryteria okreslone w art.16 ust. 2 ustawy z dn. 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym
w zakresie sztuki (Dz. U. 65. poz. 595 ze zmianami Dz. U 2005 r nr 164.poz. 1365 Dz. U. z
2010 r. nr.96 poz. 620 i nr 182 poz. 1228 oraz Dz. U. z 2011 r. nr 84 poz. 455), a takze w

Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 1 marca 2011 r. w sprawie




kryteridéw oceny osiagnie¢ osoby ubiegajacej sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego
(Dz. U. nr 196, poz. 1165).

Whnioskuje wiec o podjecie dalszych czynnosci w postgpowaniu o nadanie dr n. wet.
Dagmary Anny Stepien-Py$niak stopnia naukowego doktora habilitowanego nauk

weterynaryjnych.




