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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. wet. Przemyslawa Blaszczyka pt. ,,Charakterystyka i
epidemiologia szczepéw Streptococcus uberis wyizolowanych z mleka kréw chorych na

zapalenie wymienia”.

Oceniana rozprawa zostala wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii Katedry Przedklinicznych
Nauk Weterynaryjnych Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie pod kierunkiem dr hab.
Marioli Bochniarz. Podstawg do sporzadzenia recenzji jest Uchwala nr 16/2025 Rady
Dyscypliny Weterynaria z dnia 4. 12. 2025.

Zapalenie gruczotu mlekowego (mastitis) jest jedna z najczestszych i powodujacych
najwieksze straty ekonomiczne choréb bydta mlecznego. Wyniki badan przeprowadzonych w
roznych krajach wskazuja, ze stany zapalne wymienia (w postaci klinicznej oraz
subklinicznej) moga wystepowaé nawet u 31-71% tych zwierzat. Straty ekonomiczne
spowodowane przez mastitis zwigzane sa z kosztami diagnostyki i leczenia zakazen,
brakowaniem zwierzat, spadkiem produkcyjnosci mlecznej, pogorszeniem jakosci mleka oraz
ryzykiem rozwoju innych choréb. Zapalenie gruczolu mlekowego u bydia jest nie tylko
- problemem hodowcéw tych zwierzat i producentéw mleka, ale ma takze ogromne znaczenie
dla zdrowia publicznego. Wiele drobnoustrojow powodujacych mastitis jest potencjalnymi
patogenami czlowieka, a powszechne stosowanie chemioterapeutykéw w profilaktyce i
leczeniu tych zakazef przyczynia sie do narastania problemu antybiotykoopornosci wsrod
bakterii. Coraz powszechniej postulowana konieczno$¢ ograniczania —stosowania
antybiotykéw u zwierzat, od ktorych pozyskuje si¢ produkty spozywcze dla cziowieka,
sprawia, ze niezbedne stajg si¢ nowe programy profilaktyczne i terapeutyczne zapalenia
gruczolu mlekowego u bydta. Niezwykle istotne jest tez ciagte monitorowanie wrazliwosci
drobnoustrojéw  powodujacych  mastitis  na  rutynowo  stosowane  preparaty
przeciwdrobnoustrojowe.

Wprowadzenie programéw kontroli zapalenia wymienia u bydia oraz bardziej
rygorystyczne przestrzeganie zasad bioasekuracji pozwolifo na znaczne ograniczenie lub
wrecz wyeliminowanie klasycznych patogenow wymienia powodujacych tzw. mastitis
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zakazne (jak np. Staphylococcus aureus czy Streptococcus agalactiae). W wielu krajach
obserwuje si¢ natomiast wyrazny wzrost czestosci izolacji bakterii powodujacych mastitis
srodowiskowe, zwlaszcza Streptococcus uberis i gronkowcow koagulazoujemnych. Wedtug
danych literaturowych, paciorkowce powoduja obecnie 40-50% przypadkdéw mastitis, a S.
uberis jest wéréd nich najczestsza przyczyna, stanowiac nawet ponad 60% izolatow tej grupy
bakterii.

Biorac pod uwage powyzsze, podjecie przez lek. wet. Przemystawa Blaszczyka badan
majacych na celu poznanie sytuacji epidemiologicznej zakazen S. uberis u bydfa mlecznego,
okreslenie potencjalnych czynnikdéw zoohigienicznych sprzyjajacych takim zakazeniom oraz
ocene fenotypowa i genotypowa wrazliwosci tej bakterii na antybiotyki uwazam za niezwykle
wazne i celowe.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w obejmuje 100 stron tekstu, a jej
uklad jest zgodny z ogoélnie przyjetymi normami redakcyjnymi. W tekscie wyrdzniono
glowne rozdziaty: Wstep, Cele pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz
liczace 201 pozycji Pismiennictwo. Tekst pracy uzupelniaja streszczenia w jezyku polskim i
angielskim oraz wykaz zastosowanych przez Autora skrotow. Rozprawa zostata napisana w
poprawnym stylu, a poszczegélne omawiane zagadnienia przedstawiono w logiczne]
kolejnosci oraz w jasny i zwiezly sposob. We Wstepie Doktorant przedstawil ogoélng
charakterystyke zapalenia gruczolu mlekowego u bydta oraz wywolujacych go
drobnoustrojow, ze szczegdlnym uwzglednieniem znaczenia chorobotwdrczego Streptococcus
uberis. Duza cze$¢ tego rozdzialu poswiecona zostala procesom zapalnym i
. immunologicznym w gruczole mlekowym objetym zakazeniem, zwlaszcza roli cytokin oraz
biatek ostrej fazy, a takze molekularnym mechanizmom opornosci bakterii na antybiotyki.
Omawiajac te zagadnienia, Autor umiejetnie cytuje liczne pozycje literaturowe, co Swiadczy o
dobrej znajomosci patogenezy zapalenia wymienia a takze probleméw zwigzanych z
narastajaca antybiotykoopornoscig drobnoustrojow. Jest jednak kilka uwag oraz kwestii
wymagajacych wyjasnienia:

1/ Streptococcus uberis zostat przez Autora zakwalifikowany do paciorkowcow
ropotwérczych w obrebie grup CGS/GGS wg klasyfikacji Lancefield (nie Lancefielda!).
Tymczasem gatunek ten zazwyczaj nie posiada wielocukru C (i nie da si¢ grupowac) lub
(rzadko) posiada wielocukier odpowiadajacy grupie E.

2/ Zdolno$é paciorkowcéw do wywolywania okreslonego typu hemolizy juz dawno przestata

by¢ ,,niezwykle waznym kryterium klasyfikacji Streptococcus sp.” Wiadomo, ze niektore



gatunki tego rodzaju moga dawaé¢ 2 rozne (lub nawet wszystkie 3) typy hemolizy w
zaleznosci od szczepu i warunkow inkubacji.

3/ Stwierdzenie ze ,,S. uberis jest powszechnie wystepujacym w srodowisku patogenem™ nie
jest do konca zgodne z prawdg. Sugeruje on bowiem, iz drobnoustrdj ten wystgpuje, np. w
glebie czy wodzie, jako saprofit i niezaleznie od gospodarza zwierzgcego. Tymczasem
miejscem jego bytowania moze by¢ otoczenie zwierzat, np. Sciotka, ale trafia tam z
wydzielinami i wydalinami i moze stosunkowo tatwo przezywac.

4/ tetM oraz tetO to geny kodujace tzw. bialka chronigce rybosomy (ribosome protecting
proteins — RPPs), a nie powodujace ,,punktowg mutacj¢ rRNA”. Ponadto, zmiana w obrgbie
rRNA nie bylaby dziedziczna. Zadna z cytowanych w tym kontekscie publikacji nie

wspomina o tej ,,mutacji”.

7 uwagi na fakt, ze zapobieganie i leczenie mastitis u bydta powodowanego przez S.
uberis bedzie w coraz mniejszym stopniu polegato na stosowaniu antybiotykow (konieczna
bedzie racjonalna antybiotykoterapia — tylko w okreslonych przypadkach, przy uzyciu
ograniczonej liczby preparatow i na podstawie wykonanego wczesniej testu wrazliwosci), a w
coraz wiekszym na poprawie warunkOéw zoohigienicznych i réznych formach terapii
alternatywnych, gléwnymi celami przeprowadzonych przez Doktoranta badan byto okreslenie
sytuacji epidemiologicznej zakazen S. uberis u bydta w Wojewodztwie kujawsko-pomorskim
oraz wptywu roznych czynnikow majacych wplyw na zdrowotnos¢ bydia mlecznego, w tym
terapii w okresie zasuszenia, szczepionek przeciwbakteryjnych oraz dezynfekcji przed- i
poudojowej na czestos$é wystepowania zakazen S. uberis. Wyizolowane szczepy tego gatunku
bakterii zostaly réwniez scharakteryzowane pod wzgledem wrazliwosci na antybiotyki
najczesciej stosowane w leczeniu mastitis oraz wystgpowania w ich materiale genetycznym
genéw opornosci na antybiotyki B-laktamowe, tetracykliny, makrolidy, aminoglikozydy i
linkozamidy. Dodatkowym celem przeprowadzonych badan byla ocena nasilenia reakcji
zapalnej u krow z mastitis wywolanym przez S. uberis poprzez pomiar stezenia surowiczego
amyloidu A oraz cytokin: IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12f oraz TNF-o..

Analizujac rozdzial 3. (Materiaty i metody) ocenianej dysertacji, nalezy stwierdzi¢, ze
badania przeprowadzone zostaty przy uzyciu wlasciwie dobranych metod badawczych. Warte
podkreslenia jest to, ze Doktorant umiejetnie taczy klasyczne techniki mikrobiologiczne z
nowoczesnymi metodami identyfikacji drobnoustrojow, takimi jak technika MALDI-ToF czy
metody molekularne. Na uznanie zastuguje dokladne opisanie przez Doktoranta kryteriow

interpretacji wynikoéw badaf wrazliwo$ci na antybiotyki metodg dyfuzyjno-krazkowa.



Dowodzi to nie tylko dobrej znajomosci samej metody, ale tez jej ograniczen, jako ze dla
wigkszosci antybiotykow stosowanych w leczeniu mastitis u bydla nie ma ustalonych
wartosci ,,breakpoint” i uzyskane wyniki uzyskane in vitro moga nie by¢ miarodajne.
Ogotem, do badan pobranych zostato 194 probki mleka od krow wykazujacych podwyzszong
zawartos¢ komorek somatycznych (tj., dodatnich w tescie TOK). Badane zwierzgta
pochodzity z 28 gospodarstw, w ktorych stosowano rézne systemy utrzymania oraz doju
kréw, a takze zrdznicowanych pod wzgledem stosowanych zabiegéw profilaktycznych
(szczepienia, pre- i/lub postdiping) oraz leczniczych (terapia antybiotykowa w okresie
zasuszenia). Z pobranych prébek mleka Doktorant izolowat 176 szczepéw bakteryjnych, w
tym 30 izolatow S. uberis. Chociaz celem ocenianej rozprawy byta charakterystyka szczepow
jedynie tej bakterii, to wydaje sie, ze wyszczegdlnienie (np. w formie zalacznika) pozostatych
izolowanych gatunkow drobnoustrojow pozwolitoby lepiej pozna¢ sytuacje epidemiologiczna
w poszczegdlnych gospodarstwach oraz wptyw ocenianych czynnikéw zoohigienicznych oraz
zabiegow profilaktyczno-leczniczych na stan zdrowotny zwierzat.

Moje uwagi i pytania dotyczace tej czesci dysertacji sa nastepujace:

1/ Informacja tym, ze 194 probki mleka oraz krwi pobrano od kréw dodatnich w tescie TOK
powinna znalez¢ si¢ juz w podrozdziale 3.1.1. Czytajacy bytby od razu zorientowany, wedtug
jakich kryteriow pobierano materiat do badania.

2/ Okreslenia ,,catkowicie wymieszana dawka zywieniowa” oraz ,,czgsciowo wymieszana
dawka zywieniowa” sg nieprecyzyjne, gdyz sugeruja, ze obie dawki réznig si¢ jedynie
stopniem (doktadno$cig) wymieszania sktadnikéw. W rzeczywistosci roznice dotycza sktadu
paszy.

3/ Zgodnie z informacjg zawarta w podrozdziale 3.1.4 najpierw pobierano mleko z TOK-
dodatnich ¢éwiartek wymienia, a nastepnie ,,z dalszego postepowania wykluczono krowy (...)
w zasuszeniu”. Czy rzeczywiscie taka byta kolejnos¢ postgpowania?

4/ Terminy ,wysoka linia” czy ,3 kany” (chodzi o systemy doju w poszczegdlnych
gospodarstwach) nie sg czesto (o ile w ogoéle) spotykane w literaturze. Wymagaja one
wyjasnienia.

5/ W podrozdziale 3.2.4 brakuje nazwy producenta podtoza CHROMagar Mastitis.

6/ Czy ocena ,,stopnia czystosci” krow byla przeprowadzana wedtug uznanych i opisanych
standardow, czy byla oceng subiektywng? Brakuje albo odniesienia do odpowiedniej pozycji

literaturowej, albo przedstawienia kryteriow tej oceny.



W kolejnej czesci dysertacji lek. wet. Przemystaw Btaszczyk opisuje uzyskane przez
siebie wyniki. Oceniajac wptyw czynnikdw zoohigienicznych oraz stosowanych zabiegow
profilaktycznych i leczniczych, Doktorant stwierdzil, ze relatywnie nizsza czg¢stos¢ zakazen S.
uberis miata miejsce w tych stadach, w ktdrych stosowano selektywna terapie antybiotykowa
w okresie zasuszenia i szczepienia profilaktyczne przeciwko mastitis (szczegdlnie skuteczny
okazat sie preparat Ubac®, gdyz Doktorant wykazat jedynie 3 przypadki zakazen S. uberis w
7 gospodarstwach, o tacznej obsadzie 346 krow, stosujacych ten typ profilaktyki swoistej), a
takze w stadach utrzymujgcych wyzszy poziom czystosci zwierzat. Natomiast nieco
zaskakujagcym okazat sie fakt, iz w stadach stosujgcych przed- i poudojowa dezynfekcje
strzykow stwierdzono wyzszy odsetek zakazen S. uberis (w przeliczeniu na 1 krowg) niz w
tych, gdzie takiej dezynfekcji nie byto wcale. Jako prawdopodobna przyczyn¢ Autor uznal
niewlasciwg technike dezynfekcji, polegajaca na zanurzaniu strzykéw w tym samym
pojemnikiem ze S$rodkiem dezynfekcyjnym. Jednak wobec braku odpowiednich badan
poréwnawczych rzeczywiste znaczenie tego czynnika jest trudne do oceny. Dotyczy te takze
innych ocenianych parametrow. Na wystepowanie na danej fermie okreslonego patogenu
powodujacego mastitis, w tym S. uberis, wplyw ma wiele wspoélistniejacych czynnikow,
réwniez takich, ktore nie byly poddane analizie poréwnawczej w ocenianej rozprawie, jak np.
zakazenia innymi drobnoustrojami, skutecznos$¢ dezynfekcji urzadzen udojowych, system i
czestotliwo$¢ wymiany $ciotki, itp. Przyktadowo, w badaniach przeprowadzonych przez
Doktoranta nie bylo takiej sytuacji, aby w stadach bydla mlecznego, w ktdrych stosowano
szczepienia, nie stosowano rownoczesnie terapii DC. Dodatkowo, w ponad potowie tych stad
zwierzeta utrzymywane byly w dobrych warunkach zoohigienicznych (1. lub 2. stopien
czystosci kréw). Nie jest wiec mozliwa miarodajna ocena wplywu poszczegdlnych tych
czynnikdw na czesto$¢ zakazen S. uberis. Podobnie, z wigksza ostroznoscia nalezatoby
interpretowa¢ wyniki zaleznos$ci miedzy czestoscig izolacji S. uberis a liczba komorek
somatycznych w mleku zbiorczym — wzrost liczby komoérek somatycznych wynika przeciez
takze z zakazen innymi drobnoustrojami.

Druga grupa badan przeprowadzonych w ramach ocenianej dysertacji dotyczyla
stezenia wybranych markeréw odpowiedzi immunologicznej i stanu zapalnego w mleku oraz
surowicy krow ze stwierdzonym zapaleniem wymienia spowodowanym przez S. uberis.
Doktorant wykazat istotny wzrost stezenia wszystkich badanych parametréw, tj. amyloidu A,
interleukiny 1P, 6, 8 oraz12p, a takze TNF-o, w mleku zwierzat zakazonych, a takze spadek
tych wartosci w surowicy, co $wiadczy o znacznej mobilizacji uktadu immunologicznego w

zakazonym gruczole mlekowym oraz przechodzeniu komoérek zapalnych z krwi obwodowe;.
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Badania opornosci fenotypowej i genotypowej izolatow S. uberis stanowig w mojej
opinii najwigkszg warto$¢ ocenianej rozprawy, majac jednoczesnie duze znaczenie
aplikacyjne. Z uwagi na narastajagcg oporno$¢ bakterii na chemioterapeutyki, istnieje
konieczno$¢ cigglego monitorowania tego zjawiska wsrdéd izolatow klinicznych.
Przeprowadzone przez Doktoranta badania wykazaty czesto wystepujaca opornosé S. uberis
na tetracykliny, erytromycyne¢ i linkomycyne, a takze, co jest szczegdlnie niepokojace w
kontekscie terapii mastitis u bydla, przypadki opornosci na antybiotyki B-laktamowe —
penicyling i cefalosporyny. Sposob przedstawienia tych wynikow nie budzi wigkszych
zastrzezen, z wyjatkiem opisu czgstosci wystgpowania poszczegdlnych genéw warunkujgcych
opornos$¢ na antybiotyki. Autor podaje przyktadowo iz ,tacznie stwierdzono obecnos¢ 36
gendw” oraz ,,najczesciej wystgpowaly geny fet odpowiedzialne za opornos$¢ na tetracykliny:
12 genéw ftetl, 10 gendéw tetM oraz 3 geny tetO”. Sumowanie wszystkich (lub
poszczeg6lnych grup) genow opornosci u wszystkich badanych izolatow wprowadza
czytelnika w blad; w rzeczywistosci stwierdzono 7 rodzajow gendéw (sposrod 11 badanych), a
geny tetl, tetM oraz tetO wystgpowaly w materiale genetycznym, odpowiednio, 12, 101 3
izolatow.

W rozdziale 5. (Dyskusja) Doktorant omawia uzyskane przez siebie wyniki i
umiejetnie konfrontuje je z danymi literaturowymi. Dobor pismiennictwa jest Scisle zwigzany
z tematyka badan i dowodzi dobrej znajomosci analizowanych zagadnien. Moje uwagi
dotyczace tego rozdziatu sg nastgpujace:

1/ W zdaniu na stronie 63, dotyczacym miejscowej reakcji zapalnej w gruczole mlekowym
zakazonym S. wberis, Doktorant odnosi si¢ do wynikow badan wlasnych, cytujac
jednoczesnie innych autorow. Jest to logicznie sprzeczne.

2/ Skad wiadomo, ze probki krwi i mleka pobierano w ,,poczatkowe] fazie zapalenia”
wymienia? (Strona 64). Do jakiego momentu trwania infekcji mozna mowié o ,fazie

poczatkowej”?

W podsumowaniu rozprawy doktorskiej Autor zawarl 11 wnioskéw. W opinii
recenzenta, nie wszystkie z nich sg uzasadnione, a niektére wymagajg przeredagowania.
Przyktadowo, wniosek nr 3 nie moze odnosi¢ si¢ tylko do S. uberis. Wzrost stezenia amyloidu
A bedzie mial miejsce przy kazdym zapaleniu gruczotu mlekowego, niezaleznie od rodzaju
drobnoustroju powodujacego infekcje. Autor sam podaje wczesniej, ze biatka ostrej fazy sa
,wysoce czulymi, aczkolwiek nieswoistymi wskaznikami procesu zapalnego™ oraz Zze inni

autorzy wykazali wyzsze poziomy amyloidu A w mastitis powodowanym przez



Staphylococcus aureus. Z kolei wnioski nr 5 i 7 dotyczg w zasadzie tego samego i moglyby
by¢ scalone w jeden. Wniosek nr 10 w swej obecnej postaci nie odpowiada wynikom badan
(zgodnie z nimi, wigcej szczepow S. uberis izolowano ze stad, gdzie stosowano terapi¢ DC,
bo az 21, a tylko 9 ze stad bez terapii w okresie zasuszenia) i powinien by¢ przeredagowany.
Jak wspomniano poprzednio, w opisanym ukladzie do$wiadczalnym nie da si¢ raczej
rozpatrywaé¢ oddzielnie i niezaleznie od siebie takich parametréw jak stosowanie szczepien,
terapii DC, pre- i postdipingu oraz okreslanie stopnia czystosci zwierzat, w zwigzku z tym
wnioski nr 8, 9, 10 i 11 muszg by¢ formulowane z nieco wigksza ostroznoscig. Ponadto,
wniosek nr 11 jest nie do konca jasny. O jaki odsetek szczepdw S. uberis chodzi? Czy
wzgledem innych izolowanych drobnoustrojow czy badanych zwierzat? Uwazam tez, ze
wniosek ten nalezaloby zawezi¢ tylko do preparatu Ubac®, gdyz inne oceniane szczepionki

(w tym Mastibiovac®, rowniez zawierajaca antygen S. uberis) nie okazaty si¢ tak skuteczne.

Ocena koncowa

Powyzsze uwagi nie umniejszajg w sposdb znaczgcy waloréw poznawczych i
aplikacyjnych pracy, jednak powinny by¢ uwzglednione przy przygotowywaniu dalszych
etapOw postepowania doktorskiego oraz ewentualnej publikacji. Oceniana rozprawa
doktorska zostata zaplanowana i zrealizowana w sposob skrupulatny i kompleksowy, a
uzyskane wyniki mogg by¢ bardzo przydatne a punktu widzenia opracowanie strategii
ograniczania zakazen S. uberis u bydia. Biorac powyzsze pod uwage, stwierdzam, iz
rozprawa doktorska lek. wet. Przemyslawa Blaszczyka pt. ,,Charakterystyka i
epidemiologia szczepow Streptococcus uberis wyizolowanych z mleka kréw chorych na
zapalenie wymienia” odpowiada warunkom okreslonym w Ustawie z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szKolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z p6Zn. zmianami) i

wnioskuje¢ o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéow przewodu doktorskiego.



