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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Marceliny Anny Osinskiej pt. ,,Wystepowanie,
charakterystyka molekularna i fenotypowa wielolekoopornych szczepow Escherichia coli
izolowanych od zwierzat wolno zyjacych”, wykonanej pod kierunkiem promotora — prof, dr
hab. Anety Nowakiewicz, w Zakladzie Mikrobiologii ~ Weterynaryijne;j, Katedry
Przedklinicznych Nauk Weterynaryjnych, Wydzialu Medycyny Weterynaryjne;j, Uniwersytetu

Przyrodniczego we Lublinie.
Podstawa formalna

Podstawe formalng opracowania recenzji stanowi uchwala Rady Dyscypliny Weterynaria

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 31 marca 2022 roku.
Oryginalno$é, aktualno$é i przydatno$¢é podjetego problemu naukowego

Doktorantka podjela si¢ badan majacych na celu okreslenie wystepowania wielolekoopornych
szezepow Escherichia (E.) coli u zwierzat wolno zyjacych, a nastepnie ich charakterystyke
molekularng i fenotypows. W literaturze krajowe;j i zagranicznej dostepnych jest wiele prac
dotyczacych opornosci szczepéw E. coli na powszechnie stosowane w weterynarii $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Najlepiej poznang grupg, od ktorej izoluje sie takie szczepy, sa
zwierzgta gospodarskie, objete obligatoryjnymi monitoringami. Badaf nad lekoopornosciag
szczepow E. coli izolowanych od zwierzat wolno zyjacych jest niewiele, a z zalozenia zwierzeta
te zdecydowanie rzadziej powinny byé nosicielami szczepéw opornych na leki (jako nie
poddawane terapii celowanej), odwzorowujae tym samym poziom lekoopornodci wystepujacy
w srodowisku. Do grupy zwierzat wolno zyjacych zaliczamy rowniez wiele gatunkoéw o

wysokim potencjale synantropijnym. Lis rudy, kuna domowa czy norka coraz czgdciej
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podchodzg do gospodarstw i siedzib cziowieka celem znalezienia atwo dostepnych Zrédet
pozywienia. W ten sposGb przyczyniaja si¢ do przenoszenia mikroorganizméw opornych na
leki na inne zwierzeta, na czlowieka, sprzyjajg réwniez ich rozprzestrzenieniu w §rodowisku.
W Polsce dane dotyczace wystepowania opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe u
szezepow E. coli izolowanych od zwierzat wolno zyjacych s3 znikome, co wynika
najprawdopodobniej z trudnosci w dostepie do materiatu badawczego. Podjete badania uwazam

zatem za wazne i w pelni uzasadnione.
Ocena formalna

Przedmiotem rozprawy doktorskiej mgr inz. Marceliny Anny Osinskiej jest jednotematyczny
cykl 3 artykutéw naukowych:

1) Wildlife carnivorous mammals as a specific mirror of environmental contamination
with multidrug-resistant Escherichia coli strains in Poland. Marcelina Osifiska,
Aneta Nowakiewicz, Przemyslaw Zieba, Sebastian Gnat, Dominik Lagowski,
Aleksandra Tro$cianczyk. Microb Drug Resist 2020, 26, 9, s. 1120-1131. Punkty
MEIN: 70,00. Impact factor: 3,431

2) Wildlife omnivores and herbivores as a significant vehicle of multidrug-resistant
and pathogenic Escherichia coli strains in environment. Marcelina Osinska, Aneta
Nowakiewicz, Przemystaw Zigba, Sebastian Gnat, Dominik Lagowski. Environ.

Microbiol. Rep. 2020, 12, 6, s. 712-717. Punkty Punkty MEiIN: 100,00. Impact
factor: 3,541

3) A rich mosaic of resistance in extended-spectrum B-lactamase-producing
Escherichia coli isolated from red foxes ( Vulpes vulpes) in Poland as a potential
effect of increasing synanthropization. Marcelina Osinska; Aneta Nowakiewicz,
Przemyslaw Zieba; Sebastian Gnat; Dominik Lagowski; Aleksandra Troscianczyk,
Sci. Total Environ. 2022, 818, 151834. Punkty MEIN: 200,00. Impact factor: 7.963.

Sumaryczny IF prac wynosi 14,935, a punktacja Ministerstwa Edukacji i Nauki 370 punktow,
Doktorantka jest pierwszg autorka we wszystkich 3 publikacjach. Do pracy dolaczone zostaly
o$wiadczenia wspélautoréw, z ktérych wynika, ze Jej udzial w powstaniu poszczeg6lnych
artykutéw byt pierwszoplanowy (75%-80%), a rola wiodgca. Z obowigzku recenzenta

zmuszona jestem wskazaé na pewne rozbieznosci miedzy oswiadczeniami wspélautoréw 3
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pracy, a informacjami na temat roli kazdego ze wspélautoréw, zawartymi w samym artykule.
Mniemam, ze wynika to z rozdrobnienia funkcji, jakie nalezy zaznaczy¢ dla kazdego
wspoétautora podczas procesu zamieszczania artykutu na platformie wydawniczej. Badania byly
czgsciowo finansowane ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego przyznanych

na dzialalno$¢ stuzaeq rozwojowi mitodych naukowcéw, numer grantu: WKD/MN-1/19.
Ocena merytoryczna

Trzy artykuly wehodzace w sktad pracy doktorskiej przygotowano w sposob charakterystyczny
dla tego rodzaju opracowarn naukowych. Po zlozeniu do czasopism artykuly te zostaly poddane
merytorycznej ocenie przez kompetentnych specjalistow. Rolg recenzenta rozprawy
doktorskiej jest zatem ocena spjnosdei tematycznej cyklu publikacji i ich wspélna ocena

merytoryczna.

W rozdziale ,,Wstep” Doktorantka zaznajamia czytelnika ze specyfika E. coli, charakteryzujac
wybrane patotypy i przyblizajac zjawisko lekoopornosci szczepow nalezgcych do tego gatunku.
W mojej ocenie jest to dobra analiza zgromadzonego pismiennictwa, wstep napisany jest w
sposob jasny i zwiezly, stanowi dobra podbudowe dla przedmiotu badan, uzasadniajgc
jednocze$nie potrzebe ich przeprowadzenia, W tej czesci pracy mgr inz. Marcelina Anna
Osinska nie ustrzegta sie jednak pewnych bledéw edytorsko-redakcyijnych, ktére z obowigzku
recenzenta zmuszona jestem wymienié. ,.Escherichia coli” powinna by¢ pisana petng nazwa
tylko przy pierwszym uzyciu, a nastgpnie okreslana skrétem, a pelna nazwa zamiast skrétu
pojawia sig na str. 5 Streszczenia, str. 8 Streszczenia w jezyku angielskim oraz na stronach 10,
13 1 14 tekstu gléwnego. W przypadku wielu skrétow (np. PAIL, UPEC, PMQR, ADSRRS)
brakuje ich objasnienia poprzez przytoczenie pelnej nazwy angielskiej, powinny by¢ one
opisane tak jak skrét PCR na str. 22. Na str. 11 brakuje takze rozwiniecia skrétow okreslajacych
toksyny LT, STa i STb szczepOw enterotoksycznych E. coli. Nalezatoby réwniez
doprecyzowaé, ze w przypadku toksyny LT i powodowanego przez nig wzrostu stezenia cAMP,
do swiatla jelita nadmiernie wydzielane sa woda i jony chlorkowe, natomiast absorbcja jonow
sodowych ze $wiatla jelita jest zahamowana. Przy charakterystyce szczepow shigatoksycznych
E. coli (str. 12) Doktorantka nie wspomniata o roli, jaka produkowana przez nie Shiga-like
toxin odgrywa we wzroscie przepuszczalnosci naczyni krwionosnych i indukcji choroby
obrzgkowej u swin. W zwigzku z tym, ze szczepy sg policzalne, to stosujemy w stosunku do

nich wyrazenie ,liczba” zamiast , ilogé” (str. 16).



Nastepnie Doktorantka przedstawia uzasadnienie przeprowadzonych badan i cele pracy.
Ostatni akapit uzasadnienia jest moim zdaniem niepotrzebny, bardziej pasuje do opisu
materiatu do badan. Dokonatabym takze matej korekty stylistycznej celéw nr 1 i 5, tak aby
brzmialy:

1. Okreslenie poziomu wystepowania lekoopornych szczepéw E. coliu réznych gatunkow
zwierzgt wolno zyjacych w aspekcie poréwnawczym.

5. Analiza epidemiologiczna szczepéw stanowigcych najwieksze zagrozenie zdrowia
publicznego, tj. opornych na cefalosporyny III generacji i fluorochinolony, w

odniesieniu do ogélnoswiatowych baz danych.

Wybér metod i technik badawczych, jak réwniez sposéb ich zastosowania Jjest odpowiedni do
tego typu badan i uzyskania wiarygodnych wynikéw. Rozdziat »Materialy i metody™ zostat
opisany prawidtowo. Brakuje jedynie informacji co bylo materiatem wyj$ciowym do izolaciji
DNA - pojedyncza kolonia? W Tabeli 1 uzylabym takze sformulowania »temperatura
przylaczania starterdw” zamiast »lemp. annealingu”, tym bardziej, ze pozostale nazwy nie
majg charakteru anglicyzméw. Nie bardzo réwniez rozumiem, dlaczego w analizie genow
wirulencji nie zastosowano w stosunku do szczepow enterotoksycznych starteréw dla genu
kodujacego produkcje enterotoksyny LT, a poszukiwano jedynie genow kodujgeych produkeje
enterotoksyn STa i STb, skoro STa czgsciej charakteryzuje szczepy izolowane od ludzi, na co

wskazywala wezesniej sama Autorka.

Rozdzial ,,Wyniki” posiada strukture nie do konca korelujgca z opisywanymi w poprzednim
rozdziale metodami, ale jest czytelny. Na uwagg zastuguje przede wszystkim fakt izolacji od
zwierzgt towarzyszacych duzej liczby bardzo zroznicowanych szczepow E. coli, w tym
szczepéw wielolekoopornych. Bardzo ciekawe w kontekscie wynikéw badan molekularnych
jest zjawisko braku genéw warunkujgcych oporno$¢ na dang grupe antybiotykow, przy
jednoczesnej lekoopornosci fenotypowej. Z obowigzku recenzenta Zmuszona jestem zauwazy¢é

brak wyjasnienia skrétéw uzytych w Rycinie 2.

Rezultaty badan wiasnych zostaty oméwione i skonfrontowane z wynikami innych autoréw w
bardzo obszernym objetosciowo rozdziale »Dyskusja”. Mgr inz. Marcelina Anna Osifiska
umiejetnie zinterpretowata uzyskane wyniki. Na uwage zastuguje bardzo dobre przygotowanie
merytoryczne i zaznajomienie z obszerng literaturg, dzieki czemu Doktorantka fachowo

konfrontuje wyniki wiasne z wynikami innych badaczy. Rozdziat ten napisany jest ciekawie i
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plynnie przechodzi z jednego analizowanego aspektu w kolej ny. Nieliczne bledy stylistyczne i
interpunkcyjne nie odwracaja uwagi od omawianych zagadnier. Nieco niejasny jest fragment
koficzacy str. 42, a zaczynaj acy si¢ od wyrazenia ,, W przypadku zwierzat drapieznych...” oraz

fragment str. 50 rozpoczynajacy sie od stow »Dominacja genéw gnrS. ...

Przeprowadzone badania pozwolily Doktorantce na wyciagnigcie 8 szczegélowych wnioskow,
ktére zostaly dobrze sformutowane i majg pokrycie w uzyskanych wynikach. Jedynie wniosek
nr 4 pozostaje w kontrze ze stwierdzeniem ze str. 53 » Wysoki odsetek wystepowania szczepow
wielolekoopornych i opornych na cefalosporyny III generacji u zwierzat wszystkozernych i
migsozZernych, odnotowany w moich pracach wskazuje, ze gatunki wolno zyjacych zwierzat
bez wzgledu na rodzaj diety Czy zajmowang nisze srodowiskowa sg potwierdzonym
ostatecznym ogniwem kumulujacym w wysokim stopniu nie tylko oporne szczepy, ale réwniez
geny opornosci, ktére sg takie same jak te, ktére wystepuja w szczepach izolowanych od
czlowieka czy zwierzat poddawanych terapii antybiotykowej.” Whniosek nr 6 wymaga
dopracowania — dzigki zastosowaniu jakiej konkretnie metodyki mozliwe Jjest uzyskanie kilku
odrgbnych izolatéw? Mnie osobiscie zabraklo jednego, bardzo waznego wniosku, moéwigcego
0 braku korelacji migdzy genami warunkujgcymi lekoopornosé, a lekoopornoscia fenotypowa

u niekt6rych z badanych szczepéw.

Opracowanie koriczy sie wykazem prac stanowigcych rozprawe doktorska, ktére moim
zdaniem réwnie dobrze mogloby rozpoczynac calg rozprawe oraz wykazem bisko 130 pozycji

dobrze dobranego pi$miennictwa.
Podsumowanie i wniosek konicowy

Podsumowujac, zaréwno przedstawione do oceny opracowanie, jak i cykl artykulow
stanowigcych trzon rozprawy doktorskiej oceniam bardzo pozytywnie. Cykl jest sp6jny
tematycznie i koncepcyjnie, a prezentowane wyniki cenne, o czym Swiadezy opublikowanie
ich w wysoko punktowanych czasopismach o bardzo duzym wspélezynniku wplywu. Nalezy
podkresli¢, ze wiekszos¢ badanych gatunkéw zwierzat wolno zyjacych poddawanych byto
ocenie lekoopornosci izolowanych od nich szczepow E. coli po raz pierwszym w Polsce, co
uwidacznia nowatorski charakter przeprowadzonych badan. Zastosowana metodyka
odpowiada standardom obowigzujacym w tego typu oznaczeniach i nie budzi zastrzezen.
Doktorantka wykazata dobre opanowanie warsztatu badawczego i duzg sprawno$¢ w

prowadzeniu badan oraz interpretacji wynikéw, ktére stanowig istotny i oryginalny wkiad do
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dotychczasowej wiedzy na temat wystepowania i charakterystyki wielolekoopornych szczepow

E. coli izolowanych od réznych gatunkéw zwierzat wolno zyj acych.

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Marceliny Anny Osinskiej pt. ,,Wystepowanie,
charakterystyka molekularna i fenotypowa wielolekoopornych szczepOw Escherichia coli
izolowanych od zwierzat wolno zyjacych”, odpowiada wymogom okre§lonym w art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce (Dz. U. z2018 r., poz.
1668 ze zm.). Przedkladam zatem Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie mgr inz. Marceliny Anny Osiniskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Réwnoczesnie WNosz¢ 0 wyrbznienie rozprawy

doktorskiej stosowna nagroda, ze wzgledu na jej bardzo wysoka wartosé naukows.

dr hab. Agata Bancerz-Kisiel, prof. uczelni
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