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1. Ocena rozprawy doktorskiej na zgodnoś ć z wymogami Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.

Prawo o szkolnictwie wyż szym i nauce (Dz. U.2018, poz. 1668o ze zmianami)

Ukł ad rozprawy jest typowy dla monografti,hJóraliczy 162 strony i obejmuje wstęp, cel badań,

mateńał  i metody, wyniki, dyskusję i wnioski. Praca jest zaopatrzona w wykaz skrótów,

streszczenia w języku polskim i angielskim oraz piś miennictwo. W rozdziŃań dotyczących

materiał u i metod oraz wyników umieszczonolicznę tabele i ryciny.

Zawarte we wstępie elementy potwierdzają ogólną wiedzę teoretyczną Doktoranta

w dyscyplinie weterynaria. Informacje dotyczące struktury i skali produkcji drobiu wodnego

w Polsce, czy też  znaczęnia róż ycy jako choroby odzwierzęcej znaldują potwierdzenie

w doś wiadczeniu zawodowym wynikającym również  z afiIiacji Autora. Dowodem ogÓlnej

wiedzy teoretycznej jest prezentacja przedmiotu badań - wł oskowca roż ycy - w kontekŚcie

wywoł ylvanych objawów klinicznych, diagnostyki, identyfikacji zarazka i czynników
odpowiedzialnych za jego wirulencję.

Podjętym problemem naukowym rozprawy doktorskiej jest występowanie i diagnostykarÓż ycy
drobiu wodnego w Polsce oraz charakterystyka izolatów Erysipelothrix rhusiopathiae.

Zaprezentowane dane literaturowe obejmujące zarówno pozycje współ czesne, jak i publikacje

sięgające lat szęś ódziesiątych i siedemdziesiątych XX wieku, dotyczą gł ównie kwestii
diagnostyki i charakterystyki zarazkaw kontekś cieróż ycy ś wiń. Ograniczonaliczbapublikacji
na temat ńż ycy drobiu obejmujących gł ównie opisy przypadków potwierdza, iż  podjęty temat

badań stanowi oryginalne rozwiąż anie problemu naukowego.

Biorąc powyzsze pod uwagę stwierdzam, ż e przedł oż ona do recenzji rozprawa doktorska

speł nia wymagania Art. 187 Ustawy.

2. Ocena rozprawy doktorskiej doĘcząca zakresu i przyjętego sposobu oryginalnego

r ozwiązania problemu naukowego

Wysoko oceniam wybór problemu naukowego. Zasadnoś ó przeprowadzęnia badań

potwierdzająrównież braki w naukowej literaturze przedmiotu oraz ograntczona ŚwiadomoŚÓ



moż liwoŚci występowania zakaż eń wł oskowcetn roż ycy u gatunków innych niż  swinia. Za
szczego7nie cenne postrzegam praktyczne aspekty ptacy, wynikające z wielolętnich
doŚwiadczeń Autora dotyczących diagnostyki kliniczrrej i laboratoryjnej róż ycy ale i innych
chorób drobiu. Osobiste doś wiadczenia Doktoranta wskazują rownież  na ryzyko zawodowe
Lekarzy weterynarii i hodowców związane z zoonotycznęgo charakteru zarazka (ryc. 1 .3).

Zdeftniow ane cel e pracy obej rnuj ą :

- ocenę sezonowoŚci występowania roż ycy, z uwzględnierriem grup wiekowych
i produkcyjnych obu gatunków ptaków,

- analizę zmian anatorno-patologicznyclr obsetwowanych u zakaż onych gęsi ikaczek, atakż ę

- identyfikację i charakterystykę feno- i genotypową E. rhtł siollathiae.

Cele został y doptecyzowane w dziewięciu celach szczegoł owych.

Postawione cele Doktorant ręa7izował  z wykorzystaniem ponad 300 próbek - ptakow
Pochodzących z 99 gospodarstw utrzyrnującycl-r stada gęsi rzeź nych (n : 66), reprodukcyjnych
(n:27) oraznjelicznych (n:6) stad reprodukcyjnych kaczekbadarrych w ciągu trzechlat (2019
- 2021). Badaniom sekcyjrryrn towarzyszył o pobieranie próbek do baclań laboratoryjnych
obejmujących badania mikrobiolo giczne narządow wewnętrznyclr i tkanek. Wybor wątroby,
Śledziony, mięś nia sercowęgo, l.nozgu i stawów oraz postępowanie przy pobieraniu z nich
Próbek analitycznych potwierdzają klirriczny charakter badań ukierunkowanych na wykrycie
bakteriernii. Hodowle mikrobiolo giczne prowadzono z wykorzystaniem nieselektywnych
Pozywek agarowych inkubowanych w standardowych warunkach w atmosferze z dodatkiem
COz. Uzyskane izolaty identyfikowano przy uż yciu kornercyjnego testu diagnostycznęgo
oPartego o technikę Real-Time PCR. Identyfikację grupy okoł o 60 szczepów wybranych do
dalszych badań potwierdzono dodatkowo przy uż yciu teclrrriki spektrometrii mas MALDI -
TOF oraz kolejnego testu komercyjnego - kart GP systernu VITEK@ 2. Tą grupę szczepów
Poddano sero-(geno-)typowaniu techniką PCR i oznaczaniu opomoś ci na ś rodki
Przeciwdrobnoustrojowe techniką tnikrorozci eńczęń w bulionie rnetodą wł asną.
Charakterystykę genotypową ukierunkowaną na geny opol,lioś ci i wirulencji wykonano
z wykorzystaniem dedykowanych reakcji PCR i sekwencjonowania sangerowskiego
otrzynywanych arnplikorrów, Analizę sekwencji wykonano z zastosowaniem
ogólnodostępnych naruędzi bioinformatycznych, a same sekwencje zdeponowano w bazie
Genbank. Bliż ej niesprecyzowaną grupę szczepów poddano charakterystyce genotyp owej przy
uż yciu rnetody losowej amplifikacji polirnorficznego DNA (RAPD) otaz analizy
pozagenowych fragmentów palindromowych (rep -P CR).

Zaproponowane podejś cię metodycznę jest wł aś ciwe dla realizacji planowanych celów,
jednakze w ocenię ręcenzęnta:

kontekŚcie sezonowoś ci produkcji drobiu wodrrego oraz rępTęzentatywnoś ci próbki
ni ewł aŚ ci wi e s form uł owano cel doty czący s ez onowo ś  ci w ystęp ow ania zakaż eń;

- nie przedstawiono danych dotyczących częstoś ci występowania zakaż eń drobiu
wł oskowcem roż ycy:

celach badań nie uwzględniono wątku oceny metod, ktory zajmuje istotną częś c
prezentacjt wyników, dyskusji i wniosków.

Powyż sze zastrzęż enia szerzej przedstawiafiI w polernicznej częś ci recenzji.
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Rozdział  dotyczący prezentacji wyników stanowi blisko jedną trzecią objętoś ci manuskryptu

tzawięralicznę zestawienia tabelaryczne iryciny, ktorewyczerpująco obrazujązrealizowanę

badania. Znacząco rnniej obszerny, bo liczący 18 stron rozdział  dyskusji wyników Doktorant
rozpoazyna analizą występowania roż nicy i potencjalnych ż rodeł  zarazka. W tym kontekś cie
ponownie uwidacznia się wspornniany wcześ niej brak prezentacji wł asnych obserwacji

dotyczącyclr częstoś ci występowania zakaż ęń drobiu wodnego wł oskowcem roż ycy. Stąd tez

deklarowan a zwiększona zachorowalnoś ó w sierpniu i wrzęś niu oparta wył ącznie na liczbie
przepadków izolacji ma raczej charakter hipotezy niz stwierdzenia opaftego na twardych

dowodach naukowych. Tyrn bardziej, ze sierpień nie jest tniesiącem, w ktorym dochodzi do

spadku terlperatury i wystąpienia czynnikow pogodowych, ktore zgodrrie z cyiowaną literaturą

predysponują do wzrostu zachorowalnoś ci drobiu narcż ycę (str. 129).

W kontekś cie praktycznym szczegolnie cenny jest opis dotyczący zmian
anatomopatologicznych w przebieguroż ycy. Szkoda tylko, iż tęn fragment dyskusji Doktorant

ograntczył  przede wszystkim do przeglądu literatury, deprecjonując niejako szczegoł owo
przedstawione (tabela 4.2) i udokumentowane fotograficzrrie (ryciny 4,3 - 4.5) wyniki badań

wł asnych. Iclr interpretacja, dotycząca między innyrni róZnic w obrazie klinicznym
obserwowanym u gęsi i kaczek, bł ędnie stanowi element rozdział u pt. Wyniki, a nie Dyskusja,

Stosunkowo obszemy fragment dyskusji dotyczy opornoś ci wł oskowca na Środki

przeciwdrobnoustrojowe, która okreś lana jest w dysertacji terminarni,,antybiotykowrazliwoŚĆ"
i ,,lekoopomoś ć" jednoznacznię wskazującymi na praktyczne inklinacje tej częś ci badań,

Zastrzęż enia do niej przedstawił etn w częś ci polerniczrrej recenzji,

Kolejny praktyczny aspekt rozprawywynika zpotwierdzeniarozbieznoś ci struktury genuspaA
badanych szczepów i szczepu szczepionkowego R32E1 7. Zawterąącaten szczęp szczepionka

Eryseng@, zgodnie z kaftą charakterystyki produktu leczniczego weterynaryjnego, jest

zarejestrowana dla ś wiń jako jedynego gatunku docelowego. Jednakze - jak podaje Doktorant -
produktjest stosowany zgodnte z zasadą,,kaskady" u drobiu, przynosząc ograniczone efekty,

Istniał a zatęm przesł anka, iż  szczepienie zamiast efektu protekcyjnego, lTloze przyczyntac się

do wystąpienia klinicznej roż ycy gęsi i kaczek. Przedstawione przez Doktoranta wyniki badań

1ednoznacznie wykluczĄą taką rnozliwoś ć. Jednocześ nie Autor rozpTawy idzie krok dalej

izuwagi na fakt, ż e geny spa kodl4ą antygeny immunoprotekcyjne, formuł uje hipotezę

dotyczącąbraku efektu immunizacji drobiu. Szkoda tylko, ż ę ten aspekt nie został  precyzyjnie

sfonnuł owany w celach badań.

W kontekś cie naukowo - poznawczp wafto podkreś lić, jak zauważ a sam Doktorant,

unikatowoś  c zebranej kolekcji szczępow. Wynika ona nie tylko z róznorodnoś ci stwierdzonych

sero-(geno-)typow, ale równiez liczby zgromadzonych szczepów, ktorych tylko częŚc

wykorzystano w badaniach, Daje to rnozliwoś ć kontynuowania badań naukowych w zakresie

szczegoł owej charakterystyki i zroż nicowania filogenetycznego populacji E. rhusiopathiae

przy uż yciuaktualnie dostępnych metod sekwencjonowania genolnowego, a nie tylko rep-PCR
i RAPD, których moc dyskryninacyjną i powtarzalnoś ó oceniono w pracy jako ogranlczonę
i niskie. Szczego|nie, ż e przedstawiona w dyserlacji pionierska charakterystyka genetycznych
podstaw wirulencji wykazał a zmiennoś ć i zależ ną od sero-(geno-)typu strukturę genów

spaAlBlC, Ten aspekt pracy rnógł by stanowic element odrębnego rozdział u dyserlacji

doty czącego dalszych kięrurrków badań.



W mojej ocenie najmniejszą warloś ć poznawczą ma fragment kończący dyskusję, który
prezentuje typowanie epidemiologiczne wł oskowca przy uż yciu rep-PCR i RAPD. Obie
techniki znaldował y zastosowanie w charakterystyce niektórych grup bakterii w końcu XX
wieku, ale obecnie zł otym standardęm w dochodzeniach epidemicznych i charakterystyce
czynników zakaź nychjest sekwencjonowanie genomowe. Co prawda w dysertacji wykazano
przydatnoŚĆ rep-PCR do rozróż nięnia szczępów posiadających gęny spąA i spaB, jednak sam
Doktorant wskazuje na niską powtarzalnoś ć rnetody RAPD. Ten ęlement badań postrzegam
zatęm bardziej jako prezentację warsztatu metodycznego Autora niż  rzeczywistą moż liwoś ć
wykorzystania tycl, technik w dochodzeniu epiderniczn)ł n. Fragment tęn zwracajednak uwagę
na inną wadę techniczną dysertacji: przy rep-PCR i RAPD Autor wspomina o etapie
oPtymalizacji reakcji PCR (str. 71), ktory pominięto w przypadku innych etapów badania
wykorzystujących technikę PCR.

Dysertację kończy rozdział  prezentujący liczne - bo aż  dziewięć - rozbudowane wnioski.
Zastrzęż ęnia dotyczące ich treś ci zawarł em w poniZszej polemice.

3. Polemika i uwagi krytyczne

ocena częstoś ci wvstępowania choroby w badaniach epidemiolo gicznych

,,OkreŚlenie rozkł adu notowanych przypadkow roż ycy (...) w poszczególnych przedział ach
roku kalendarzowego" nosi znamiona badań epidemiolo gicznych realizowanych w celu oceny
częstoŚci występowania/prewalencji choroby. Jako takie wyrnagają opisu liczebnoś ci populacji
z której pochodzi próba badana. W recenzowanej dysertacji zabrakł o informacji dotyczących
liczby badanych w laboratorium przypadków zachorowań gęsi i kaczek podejrzanych
o wYstąPienie choroby. Nie moż na zatęm wykluczyć, ż e w lutym choroba występował a
w 1000ń stad objętych badaniarni (tj. 4l4), a wę wrzęś niu, np. przy hipotetycznych 500
badaniach i 28 izolatach, waftoś ć ta wyniosł aby zaledwie 5,60ń (rycina 4.1.A). Zatęm okrojorry
sPosób przedstawienia materiał ów nie pozwala w peł ni zinterpretować wyników,

W nawiązaniu do powyż szego oraz szczegoł owo przedstawionej we wstępie sezonowoś ci
chowu gęsi i kaczek, za nięwł aś ciwy należ y uznac cęl badań d,otyczących występowania
PrzYPadków w poszczególnych przedział ach roku kalendarzowego. Wraż enie
nieprawidł owoś ci wzmacnia dodatkowo nieprecyzyjne zdefiniowanie tychprzedzrał ów, które
w tekŚcie są okreś lane miesiącami lub porami roku fiesień), a w rycinie 4.1.B pojawia się
poł rocze - okres nieodpowiadający sezonowoś ci clrowu gęsi (wylęgi od marca do |ipca).

Wsparciem tezy dotyczącej sezonowoś ci występowania zachorowań był by selektywny wybor
szczePÓw uwzględniający tennin ich izolacji. Nie zgadzarn się bowiem ze sformuł owaniem
dotyczącym,,reprezentatywnego" wyboru 60 spoś ród 128 dostęprrychszczepów (s. 86,rozdział
4.3.1). Doktorant nie podał  kryteriów wyboru, który w mojej ocenie ma charakter arbitralny.
Jestem przekonany, ż e ptzy wyborze szczepów kięrowano się dostęprryrni informacjami
dotyczącymi ich ż rodł a. objawów chorobowych itp., jednak w pracy zabrakł o jednak opisu tego
elementu.

Oznaczanie opornoś ci na ś rodki przeciwdrobnoustro_iowe - lekoopornoś ci w kontekś cie
kliniczn}rm

Niezaleznie od celu badania epiderniolo gicznego ezy klinicznego oznaczanię
oPornoŚci/antybiotykowrazliwoś ci wyrnaga zachowania zasad dobrej praktyki laboratoryjnej.
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Niezaleznie od uzytej metody bezwzględnie wyrnagana jest interpretacja wyników w oparciu

o mery.torycznie uzasadnione kryteria interpretacji. Niestety, w p[ypadku wielu patogenow

zwierząt krleria te rrie sąwyznaazone lub, jak w przypadku Erysipelothrix rhusiopathiae, są

dostępne dla pojedynczych tylko substancji czynnych. Niedopuszcza7nę jest jednak

,,adoptowanie" krferiów interpretacji nawet jeż eli substancje reprezentują tą samą klasę

antybiotykow (str. 60 - 61). Z perspektywy ponad ćwierćwiecza doś wiadczęnia zawodowego

ręcęnzenta w obszarzę badań nad opomoś cią wynika, ze substancje o niemal identycznej

strukturze chemicznej mogą diarnetralnię roż nic się wł aś ciwoś ciami fizyko-chemicznymi

i fannakodynalnicznymi. Uzasadnięnię wyboru niektórych substancji do monitoringu

i wykrył vania opomoś ci na okreś lone klasy antybiotykow podają dokurnenty techniczne

Europejskiego Urzędu ds. Bezpieczeństwa Żywnoś ci, w których opracowaniu brał  udział
recenzent (m. in. EFSA Journal 2008, 141 1-44). Z doś wiadczeń udział u projektach

rniędzynarodowych (One Health EJP IMPART, ENOVAT Cost Action), których celem był o

m. in. zgromadzenie darrych rriezbędnych do wyznaczenia przęz EUCAST brakujących

krleriów interpretacji, jasno wynika, iz jest to proces dł ugotrwał y, ż mudny, niezmiernie

selektyr,vny i wyrnagający udział u co najrnniej kilku oś rodków badawczych, Stąd tez wniosek

6 dotyczący rnozliwoś ci wykorzystania danyclr zawartych w dyserlacjl przęz CLSI czy

EUCAST uwazam za niezasadny i nieodzwierciedlający wymagań proceduralnych tych

organizacji.

W zaistniał ej sytuacji mozliwe jednak był o wykorzystanie dostępnego na stronie EUCAST
(www.cl,tcttst.tlrg) formularza ECOFFirrder i proba wyznaczęnia kryteriów interpretacji na

potrzeby badań wł asnych. Oczekuję, ze Doktorant uż yje tego narzędzia do weryfikacji
przynajrnniej częś ci ,,zaadoptowanych" krfieriów, a wyniki i wnioski z tej weryfikacji

przedstawi w trakcie publiczrrej obrony praay doktorskiej,

Nadinterpretacjąwydaje się stwierdzenie, iz jednornodalny rozkł ad wańoś ci MIC wskazuje na

opornoś ć naturalną E. rhusiopalhiae (str. 100). Do takiego stwierdzenia niezbędne jest

wskazanie molekularnych podstaw zjawiska. Moż ę ono wynikac z nabfiych rnechanizmów

oponroś ci u wszystkich badanych szczepow, co jest obserwowane np. przy klonalnym

szerzeniu się patogenów, lub bł ędow metodycznych związanych z np. wrazliwoś cią niektórych

substancji czynnych na ś wiatł o lub zdolnoś cią do ich wtązania się tworzywem sztucznym

mikropł ytki.

Doktorant nieprecyzyjnie podaje irrfonnacje, iz okreś lone geny kodują (,,nadają") opornoŚĆ na

okreś lonę ,,antybiotyki"/ś rodki przeciwdrobnoustrojowe (tab. 3.12). Zarówno gęny z rodziny
ctac, jak i aph kodują, odpowieclnio, acetylotransferacy i fosfotransfetazy, odpowiadającę Za

opornoś ć krzyż owąna cał ą grupę alninoglikozydów. Zko|ei gęny tet warunkują opornoŚĆ na

tetracykliny, a nie tylko tetracyklinę. Gen gyrA koduje gyrazę i nie jest genem opornoŚci.

Niezręczne jest pogrupowanie gerrów wg pozycji piś rniennictwa, a nie klasy substancji

przeciwbakteryjnej, czy też  niepodanego w tabeli tnechanizmu opornoŚci (np. tetM -
modyfikacja biał ek rybosomalnych, tetK - pompa typu efflux). Genem opornoŚci nie jest

równiez int-Tn (tab. 4.10), który koduje integrazę tranzpoznonu. Celowe był oby też

uzasadnienie, d|aczego w bezpoś rednim sąsiedztwie genów opomoś ci, badaniami objęto

równiez geny integrazy i ttanzpozonów. Podjęcie tego wątku ubogacił oby dYskusję

o horyzontalnę szerzerrie się mechanizmów opornoś ci.
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Z perspektylvy epidemiologa zajmującego się opomoś cią na ś rodki przeciwdrobnoustrojowe
niewł aś ciwe sązawarta we wniosku 4 rękomendacje dotyczące

- stosowania klas antybiotyków o szerokim spektrum dział ania (np. fenikole) jako
pierwszego wyboru w leczeniu róż ycy, szczególnie gdy Autor nie zwraca uwagi na
konieczno ś ć wykonania antybio gr aTnu or az

- loczęniaróż yay u czł owięka, która wykTaazapoza dziędzinę weterynarii.

Niestety zaprezentowane w dysertacji podejś cie do problemu opornoś ci bakterii tj.
nieprawidł owa interpretacja wyników jej oznaczania i niezgodne ze sztuką rekomendacje
terapeutyczne, są stosunkowo powszechne w klinicznympodejś ciu tak nauk weterynaryjnych,
jak i medycznych. Walnie ptzyczynla się to do nieprawidł owego stosowania ś rodków
przeciwdrobnoustrojowych, których skutkiem jest generowanie opomoś ci l coraz mniejsza
skutecznoś ć w leczeniu zakaż eń bakteryjnych zwierząt i czł owieka.

Struktura mer)rtoryczna dysertacji

Badania naukowe wpagaJą precyzyjnego okreś lenia celów, doboru niezbędnych do ich
realizacji materiał ów i metod, generowania i interpretacji wyników oraz sformuł owania
wniosków odpowiadającychnahipotezy za:warte w celach badań. W recenzowanej rozptawie
istnieje pewna rozbięż noś ć pomiędzy wnioskami i celami badań.

przedstawione wnioski są niezmiemie rozbudowane, zawierają elementy:

- wynikÓw (np. wniosek 1 -,,nierównomierny rozkł adprzypadków róż ycy",wniosek 4 -
,,ze względu na wrazliwoś ć wszystkich badanych szczepów na antybiotyki B_

laktamowe"),

- metod (wniosek 2 - ,,trzy zastosowane w tych badaniach metody"),

- dyskusji (wniosek 3 w cał oś ci, wniosek 4 - ,,w terapii pierwszego rzutu nie należ y brac
Pod uwagę ...", wniosek 6 -,,rekomendacje" dotyczące klas ś rodków
przeciwdrobnoustrojowych stosowanych w leczeniu róż ycy).

Zau,artę we wnioskach tezy nie znajdują odzwierciedlenia w postawionych celach badań,
w szczegolnoś ci kwestia:

- przydatnoŚci metod diagnostycznych do identyfikacji wł oskowca róż ycy (wniosek 2 i 9);
Co prawda cele obejmują identyfikację wł oskowca, ale nie ocenę metod. We wniosku 9.
Doktorant stwierdza iż  ,,metody rep-PCR i RAPD mogą znalęź ó zastosowanie w (...)
dochodzeniu epidemiologicznym", pomimo iż  wykazał  niską moc róż nicującą
i ograniczoną powtarzalnoś ć tych metod;

- 
rekomęndacji terapeutycznych (wnioski 4, 5, 6) przy celach ograniczonych do okreś lenia
lekowraż liwo ś ci i mech anizmów opornoś ci ;

- udostępnienia danych nt. lekowrazliwoś ci organizacjorn opracowującym kryteria
interpretacji antybio gramów;

Jednym z celów badań był o okreś lenie zmiennoś ci mechanizmow wirulencji, w tym
róznorodnoś ci biał ka SpaA. W dotyczących tego elementu wnioskach 7 i 8 Doktorant nie
odpowiada bezpoś rednio na to pytanie, a stwierdza jedynie ze ,,okreś lenie genotypowych profili
wirulencji nie pozwalanazróż nicowanie szczepów" wł oskowca.Dalsza częś ć wniosku 7 oraz
wniosek 8, szczególnie częś ć dotycząca opracowania szczepionki przeciwko rózycy gęsi
ikaczek, nie są wł aś ciwymi wnioskami, a stanowią element dyskusji dotyczący dalszych
kierunków badań. W mojej ocenie i z doś wiadczeniarecęnzentawynika, ze umieszczenie tego
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elementu jako odrębnego rozdział u dyserlacji był oby wartoś cią dodaną pTacy. Dowiodł oby, ze

Doktorant nie ograntaza się jedynie do rozwiązania problernu naukowego, |ecz

perspektywicznię patrzy na rnozliwoś ci wykorzystania uzyskanych wyników zarówno

w obszarzę naukowyn, jak i praktyczrryrn,

W przypadku uznania powyż szych zastrzeż ęń za zasadne, proszę o przedstawienie w trakcie

obrony pracy doktorskiej przefonnuł owanych celów, wniosków i ewentualnę wskazanie

obszarów dalszych badań.

Struktura techni czna dvsertacj i

W rnojej opinii, ktora znajduje też  potwierdzenie w wymaganiach redakcyjnych licznych
czasopism naukowych, podział  pracy na rozdział y dotyczące materiał ów i metod, wyników
i dyskusji wymaga konsekwencji w treś ci rozdział ów i sposobie jej prezentacji. Pomimo
podział umanuskryptu na odpowiedrrie rozdział y, Doktorant nie zachował  konsekwencji w ich
treś ci, np.:

Metodach podane są elernerrty:

- wynikow (np. ,,ze wzg|ędu na uzyskanie dla dwoch szczepów" - str. 62),

- dyskusji (np. ir.fonnacje nt. specyficznoś ci stańerów, które powinny byó

przedstawione jako ograniczenie stosowatlych rnetod);

Wynikach zawarte są, i częstokroć powtórzonę, infonnacje o:

- materiał ach, np,:

- |lczba izolatów - str. 8ó, 88),

- charakterystyka szczepow Fujisawa i R32E11 (str. 111 - I1,2);

- metodach, np,:

- 
krleria stosowane przy interpretacji wyników MALDI-TOF (str. 88).

Podana na tytn etapie informacja o utracie 3 szczepów powinna znaleŻĆ się

w materiał ach, a utracone szczępy nalęż ał o wykluczyó z analiz z uwagi na

brak rnozliwoś ci odtworzeni a oznaczęnia. Tyrn bardziej, ż e w związku
z subiektywrryn wyboTem szczępów, mozna był o je zastąpic innymi.

Obecna sytuacja skutkuje sfonnuł owaniem iZ ,,ogromna większoŚÓ

badanych tzolatow (n:57)" (str. 90) w praktyce oznaQza, ze wszystkie

b adane izol aty w ykazyw ńy aktywno ś  ć ar ylanidazy,

- ocęna powtarzalnoś ci wyników iderrtyfikacji przy uż yciu testów VITEK@
(str, 95);

- elementy dyskusji takie jak:

- 
infonnacja o wykorzystywaniu aktył vnoś ci arylamidaz do róznicowania

enterokoków, streptokoków i gronkowcow (str. 90, rozdz. 4.3.3.),

- uzasadnienie dla oceny powtarzalnoś ci wyrrikow identyfikacji przy uż yciu
kart biocherniczrrych (str. 95),

- ,,ciekawoś ó" dotycząca roż nic w wartoś ci procentowej identyfikacji
szczepów wraz z wyjaś nieniern poterrcjalrrej przyczyny - algorYtrnu

oprogramowania VITEK@2 Cornpact (str. 92),

- uzasadnienie potrzeby sił y dyskryrninacyjnej metod identyfikacji bakterii
(str. 96),

- 
interpretacja wykrycia równoczesnego zakaż enia serotypami 5 i 8 (str. 98),
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- wyjaŚnienie mechanizmu opomoś ci związanego z genami tetM, lnuB,
wątpliwoś ci dotyczące roli genu ąadK w opornoś ci wł oskowcaróż ycy na

_ :::::::::::].::T 
1 03),

wyjaś nienie przyczynroż nic w wielkoś ci genu spaA (str.7II),

- podanie funkcji genu gyrA(str. 104).

W manuskrypcie zauważ alnyjest również pewienbrak konsekwencji, czy też systematycznoś ci
dotyczących opisu warsztatu metodycznego, Zbltż one parametry reakcji PCR (,,Warunki
PCR") powielono w rozdział ach dotyczących okreś lonych ,,targetów" np. 3.7. i 3.10, w tym
ostatnim nie podając temperatury wydł uż ania końcowego (str. 66). D7a urozmaicenia,
temperaturę przył ączania podano w tabeli 3.74, a analogtczne warunki amplifikacji genu spaA
nie został y wydzielone w odrębny akapit rozdział u 3.77 ,

W mojej subiektyr;vnej opinii wydzielenie tabel i umieszczenie ich w odrębnym rozdzialę
PoPrawił oby pł ynnoś ć w odbiorze tekstu. Czytelnik zainteresowany stroną mer5Ąorycznąpracy
nie był by zmuszany do cryĄanianp. sekwencji starterów wymienionych w tab.3.12lub zakresu
pracy pipet automatycznych w tab. 3.7 . Częś ć tabel zawiera powielania danych (np. tab. 4.5
i 4.6). Z perspektywy celów pracy cenniejsze wydaje się pokazanie profili biochemicznych tak
jak to zrobiono w tabeli 4,6, zuniast prezentacji liczbylodsetka szczepow wykazujących
okreŚloną cechę. Celowe był oby pokazanie34 zidentyftkowanych profili iróż nicmiedzy nimi,
w miejsce panelu cech biochemicznych każ dego zę szczępow. Przejrzystoś ć danych mozna
równięż  uzyskaĆ poprzęz usunięcie z tęj tabeli 4.6 cech biochemicznych nieróż nicujących
badanych szczepów (np. brak reakcji dodatnich dla fosfolipazy C, dihydrolazy argininy 2,
pullulanu itp.), a takze kompilację cech biochemicznych z dendrogramem przedstawionym
w rycinie 4.8.

Niezręczne jest przestawienie nieuzyskanych wyników (,,Low discrimination - 0 tzolatów"
- str. 90, rozdz. 4.3.3). Wynika to prawdopodobnie zprezentacji wyników z perspektywy oceny
testu diagnostycznego. Perspektywę tąwzmacnia ocena powtarzalnoś ci wyników obejmująca
bezpoŚrednio analizę algorlmu VITEK@2 Compact, ktory - jak pisze Doktorant - jest
,,dobrym naruędziem do ustalania tozsamoś ci taksonomicznej" (str. 95). Również  zawarta
w tym miejscu (rozdział  Wyniki - sic!) konkluzja, ze zastosowane testy VITEK@2 GP nie
nadĄą się do okreś lania profilu biochemicznego nie powinna dziwić, skoro sam producent
deklaruje zastosowanie tych testów do identyfikacji bakterii do gatunku
(https://www.biornerieux.plldiagrrost}rka-kliniczna/produkt/vitekr-2-id-cards;. Nie znajduję
uzasadnienia dla akapitu dotyczącego czasu uzyskania wyniku przy zastosowaniu VITEK@2
GP. Szczególnie, ze porównanie czasu niezbędnego do wykonania ana\iz nie został o zawarte
w celach pracy oraznie przedstawiono informacji dotyczących czasu niezbędnego do realizacji
oznaczeń innymi metodami np. MALDI-TOF i RT-PCR. Na jakiej więc podstawie Doktorant
formuł uje wniosek 2,. ,,(...) najkorzystniej wypada spektrometria mas MALDI-TOF i real time
PCR"?

Inne, drobne bł ędy techniczne:

- 
przy opisie rozdzińu elektroforetycznego w rozdziale 3.10 (str. 6ó) bł ędnie podano
odwoł anie do rozdział u 3.6. zamiast3.7;

- z opisu na str. 6 wlmika, iz populacja gęsi w Polsce ptzekracza 1O0% (Kł obudzka_ -98oń
i inne - 5%);



tabeli 4.7 i rozdzialę 4.3.2 podano roż nę zakresy warloś ci log(score) pozwalające na

identyfikację gatunku;

rycinie 4.8 niepotrzebnie dodarro ,,nagł ówek", który jest skróconą wersją jej tytuł u;

tabeli 3.14 dwukrotnie podarro to satno cytowanie w wierszu dot. nanl-I.1 i rspB;

tabeli 4.9 (rozdział  4.5) wymieniono geny oponroś ci, podczas gdy wyniki te

przedstawiono dopiero w kolejrrym rozdzia7e;

tytule tabeli 4.5 rrie podano nazwy rnetody wykorzystanej do oceny wł aŚciwoŚci

biochemicznych, tym samym nie ma mozliwoś ci interpretacji jej treś ci w oderwaniu od

tekstu;

- niekonsekwentnie podawana jest infonnacja dotycząca producentów i usł ugodawców

z miastem illubloraz krajem (np. str. 65 - 68) podawanym peł ną nazwą lub skrótem

literowyn (np. PL, str. 68);

- bł ędy interpunkcyjne, niejedrrolite fonnatowanie tekstu (brak lub roż ne wcięcia akapitu,

niekonsekwentny podział  tekstu na rozdział y i podrozdział y, roż ne fonnatowanie

nienumerowanych podrozdział ów), wartoś ci procer.towe podawane z roż nąliczbą miejsc

po przecinku;

- niezręczne sfonnuł owania (np. ryby i skorupiaki (...) wydalają wł oskowce z kał em,

lnoczęm, ś liną i wydzieliną z nosa, geny (...), które ,,nadĄą" opornoś ć; ,,hybrydyzacja"
z sekwencją genu; ,,nachodzenie na zelu prąż kow na siebie", itp.).

Rozutniern, ze kwestie polemiczne dotyczące epiderniologii roż ycy gęSi i kaczek,
lekooporrroś ci wł oskowla oTaz struktury mer5Ąorycznej dyserlacji znĄdą odzwierciedlenie

w trakcie publicznej obrony dyseńacji. Natomiast uwagi techniczne nie są merytorycznie

istotne i na pewno zostaną usunięte przy opracow}"waniu wyników pracy doktorskiej do druku

w postaci publikacji naukowyclr, w tyn równiez w czasopismaclr branzowych.

4. Podsumowanie i rekomendacja

Przedstawiolra do recenzji rozprawadoktorska dr. n. fann. Totnasza Nowaka pt. ,,Identyfikacja

i charakterystyka antygenowa oraz profile lekowrazliwoś ci i wirulencjt szazępow

Erysipelothrix rhusiopalhiae izolowanych od drobiu wodnego w Polsce", przygotowana pod

opieką promotora - dr hab. Marly Dec, prof. uczelni, speł nia wlł nogi Ustawy z dnia z dniaZ}

lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwlewyż szytn i nauce (Dz. U. 2018,poz. 1668,zezmianamt),

a w szczególnoś ci aft. I87 , i moze być podstawą dalszych etapow postępowania w sprawie

nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk weterynaryjnych.
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prof. dr hab. Dariusz Wasy'l
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