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Praca dotyczy waznego i stale utrzymujacego sie w populacji bydta
mlecznego w kraju i zagranica problemu zapalenn gruczotu mlekowego krow
wywotywanych przez paciorkowce sposrod ktérych Streptococcus uberis uwaza sie
obecnie za wiodacy czynnik zakazny o $rodowiskowym charakterze wywotujacym
zwiaszcza kliniczne, jak rowniez subkliniczne formy mastitis.

W klasycznym ujeciu drobnoustroje wywotujgce mastitis u kréw, a opisano ich
dotychczas juz ponad 150 réznych gatunkoéw gtéwnie bakterii (90 %) ale tez
mykoplazm, wiruséw, grzybow i plesni mozna podzieli¢ dwojako. Pierwszy podziat
uwzglednia udziat drobnoustrojéw w rozwoju zmian zapalnych wymienia pod katem
ich przebiegu i stopnia nasilenia dzielgc je na tzw. major oraz minor pathogens. Do
pierwszej z tych grup (major pathogens) zalicza sie wtasnie Streptococcus uberis -
stanowigcy przedmiot zainteresowarnn Doktoranta oraz dwa pozostate wazne w
patogenezie mastitis gatunki paciorkowcow tj. S. agalactiae i S. dysgalactiae, a
takze stosunkowo grozny, zwazywszy na jego oportunistyczny i zoonotyczny
charakter Staphylococcus aureus oraz bakterie Gram-ujemne (Coliforms) i
Trueperella pyogenes (dawn. Corynebacterium pyogenes, Actinomyces pyogenes,
Arcanobacterium pyogenes). Z kolei do grupy - minor pathogens wchodzga m.in.:
cieszace sie obecnie duzym zainteresowaniem licznych o$rodkéw naukowych na
Swiecie gronkowce koagulazo-ujemne (CNS) oraz mikrokoki, Corynebacterium bovis,



a takze grzyby drozdzopodobne.

Drugi podziat, ktéry w znacznym stopniu uproszcza tg nieco skomplikowang
procedure réznicujgcg rodzaj patogenéw wywotujacych mastitis, szczegolnie
przydatny w warunkach terenowych, uwzglednia kryterium ich zakaznosci. Wg tego
zatozenia drobnoustroje wywotujgce mastitis u kréw dzielimy na bezwzglednie
zakazne, to jest te, ktére zwykle kolonizujg gruczot milekowy krowy i moga
rozprzestrzeniaé sie przez sprzet udojowy i obstuge zwierzat oraz te tzw.

srodowiskowe, ktére normalnie nie zakazajg tkanek gruczotu mlekowego

(szczegoblinie jego gtebszych warstw) poprzez kanat strzykowy, ale gdy srodowisko,
strzyki oraz skéra wymienia (czesto z mikro urazami na powierzchni), a takze sprzet
udojowy sa zanieczyszczone tymi drobnoustrojami, mogg one za ich posrednictwem
dostaé sie do $wiatta kanatu strzykowego poprzez jego otwarte ujscie (zwtaszcza w
stanach rozluznienia m. zwieracza strzyku) rozprzestrzeniajac si¢ dalej do zatoki
strzykowej oraz zatok mlecznych zakazajac ostatecznie catg cwiartke wymienia.

Wspomniane drobnoustroje zakazne, a wséréd nich Staphylococcus aureus,
Streptococcus. agalactiae, Mycoplasma bovis i Corynebacterium bovis przenoszone
sa z zajetej ¢wiartki wymienia krowy do niezakazonej, a zasadniczym zrodtem
czynnika zakaznego jest zwykle wydzielina zapalna z zakazonych c¢wiartek.
Drobnoustroje te przenoszone sa najczesciej podczas doju poprzez kubki strzykowe,
rece dojarza, a takze niestety do$¢ czesto jeszcze przez zanieczyszczone
reczniki/gabki do pielegnacji i oczyszczania skéry wymion, jesli sg one uzywane
wielokrotnie podczas doju pomiedzy réznymi osobnikami w stadzie.

W przypadku za$ patogendéw $rodowiskowych, takich jak Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Serratia sp., Proteus sp.,
Pseudomonas sp. oraz inne Gram-ujemne bakterie, ponadto T. pyogens, CNS,
srodowiskowe paciorkowce, drozdze, grzyby plesniowe i glony bezchlorofilowe -
Prototheca, przeciwdziatanie ich zakazeniom jest do$¢ ztozone bo trzeba pamietac,
ze sa to drobnoustroje ubikwitarne - stale obecne w otoczeniu krowy (woda, sciotka,
kaf) i stad ich petna eliminacja jest niemozliwa. Konieczny jest wigc ciagty nadzér nad
czystoscia i higieng krow w stadzie, zwlaszcza podczas doju (doi€ tylko ,suche
wymie”) oraz prowadzac statg kontrole stanu czystosci legowisk, wybiegow
(usuwanie btota, nawozu) i wszelkich pomieszczen dla zwierzat (monitorowanie w
nich temp. i wilgotnosci, rozwoju populacji much). Jest to szczegdlnie konieczne w

okresach zwiekszonego namnazania sie tych patogenéw w $rodowisku hodowlanym



np. w sezonie letnim gdy przy sprzyjajacych warunkach mikroklimatycznych w
oborze, wynikajgcych m.in. ze wzrostu temperatury i wilgotnosci w pomieszczeniach
inwentarskich pojawiajg sie odpowiednie warunki do niekontrolowanego namnazania
sie zarazkéow i wzrostu ich presji zakaznej. Typowym przyktadem takiego
sezonowego nasilenia przypadkéw mastitis u kréw jest tzw. ,letnie zapalenie
wymienia” wywotywane przez T. pyogenes. W tym miejscu nalezy dodac, ze w
przedstawionej wyzej klasyfikacji dwa gatunki paciorkowcéw odbiegaja nieco od
przedstawionego wczes$niej sztywnego schematu tj. paciorkowiec wymieniowy - S.
uberis, ktory jako przedmiot badar Doktoranta bedzie szerzej oméwiony, oraz S.
dysgalactiae oba majg bowiem cechy zaréwno patogenu zakaznego, jak i
srodowiskowego.

S. uberis jest typowym drobnoustrojem ubikwitarnym szeroko obecnym w
srodowisku fermy czesto na skutek pierwotnego zanieczyszczenia pomieszczen
inwentarskich (katem, $ling i wydzieling z nozdrzy) przez krowy, u ktérych ten
mikroorganizm bytuje w zwaczu, pochwie, zewnetrznych narzadach ptciowych, jamie
ustnej oraz na skérze wymienia i strzykéw. Niedoktadne czyszczenie i przygotowanie
wymienia do doju sprzyjaja mastitis na tle S. uberis, a takze innych patogenow
srodowiskowych. Jest to najszerzej rozpowszechniony srodowiskowy Streptococcus
sp., zwigzany najczesciej z klinicznymi przypadkami mastitis chociaz stany
podkliniczne nie sa réwniez odosobnione. Wiekszos¢ infekcji pojawia sie w okresie
wczesnej laktacji lub pdéznego zasuszenia, chociaz brak terapii u krowy zasuszonej
sprzyja wczesniejszej infekcji podczas okresu zasuszenia. Rany i popekania skory
strzykéw sprzyjajg kolonizacji takiej skory przez S. uberis | zwiekszajg ryzyko infekcji.
Uwaza sie, ze wiekszos$¢ infekcji pojawia sie zima, jednak okres lata sprzyja
namnazaniu sie bakterii, wzrostu ich koncentracji w $rodowisku hodowlanym i
zwiekszeniu presji zakazen. Zakazenia dotyczg raczej starszych krow wieloroédek niz
mtodszych w okresie pierwszej lub drugiej laktacii.

Dotychczasowe dostepne dane literaturowe, a ich niektore aspekty omowione
rbwniez w ocenianym opracowaniu, w mniej lub bardziej wyczerpujgcy sposob
przedstawiajg role S. uberis w epidemiologii i etiopatogenezie mastitis u bydta,
jednak nadal jest w tej kwestii duzo niedoméwien, a nawet sprzecznych opinii.
Zwazywszy na te braki i pewne zrédtowe sprzecznosci interpretacyjne, zwtaszcza z
zakresu lokalnej epidemiologii mastitis na tle zakazen S. uberis, ktére moga

zdecydowanie rézni¢ sie, a nawet podlegac¢ istotnym zmianom w poréwnaniu z



dotychczasowym przyjetym stanowiskiem, nowo podejmowane badania z tego
zakresu w wybranych krajach europejskich i ich regionach majg petne uzasadnienie
naukowe.

Doktorant podjat sie réwniez takiego ambitnego zadania badawczego
realizowanego w przewodzie doktorskim, ktérego celem byto oceni¢ czestotliwosc
wystepowania S. uberis w krajowych stadach kréw mlecznych (w sumie 28 stad)
zlokalizowanych na terenie woj. kujawsko-pomorskiego. Waznym aspektem w Jego
badaniach, zwlaszcza z bioasekuracyjno-prognostycznego punktu widzenia byfo
zbadanie zalezno$ci pomiedzy poziomem opieki zoohigienicznej wyrazonej stopniem
czystosci krow w stadzie (111,111 i IV), a odsetkiem izolacji szczepow S. uberis. Warto
podkresli¢ rowniez, ze wyjatkowo cennym elementem pracy Doktoranta wchodzacym
w zakres badan podstawowych, byta tez ocena natezenia odpowiedzi immuno-
logicznej u kréw chorych na zapalenie wymienia wywotane przez S. uberis. Badania
te obejmowaly cata game racjonalnie dobranych reprezentatywnych wskaznikow
analizowanych zaréwno w mleku, jak i w surowicy krwi zwierzat takich jak, surowiczy
amyloid A (SAA), tj. szczegolnie indykatorowe dla bydta bof oraz typowe dla
przebiegu procesu zapalnego prozapalne cytokiny, tj. IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 B i TNF-
a. Nalezy réwniez doceni¢ wktad Doktoranta w badaniach stanowigcych nie mniej
wazna czesé Jego pracy doktorskiej, a dotyczacych ustalenia fenotypowych profili
lekowrazliwo$ci S. uberis na antybiotyki rutynowo stosowane w terapii mastitis,
wpisujac sie tym samym w wielowatkowy nurt badan nad problemem narastania
lekoopornosci w lecznictwie zaréwno ludzkim, jak i weterynaryjnym oraz prob jego
przeciwdziatania. Uzyskane wyniki w tym zakresie sg wyjatkowo pozadane nie tylko z
naukowego punktu widzenia ale posiadajg one tez niepodwazalne walory
aplikacyjne. Doktorant oceniat bowiem antybiotyki najcze$ciej stosowane obecnie w
leczeniu mastitis u kréw, tj. penicyline, cefaleksyne, cefoperazon, cefquinom,
ceftiofur, tetracykline, erytromycyne oraz linkomycyne. Poglebit je réwniez
dodatkowymi nowatorskimi badaniami obejmujacymi  szczegbtowg analizg
molekularnych determinantéw lekoopornosci szczepéw S. uberis wywotujacych
zapalenie wymienia u kréw.

Przedstawione wyzej cele badawcze pracy i jej zatozenia zrealizowat
Doktorant w oparciu o badania wykonane w warunkach terenowych, a uzyskane
rezultaty wraz z ich oméwieniem i wnioskami zaprezentowat w formie oryginalnego
opracowania stanowigcego rozprawe doktorska. Przediozona do recenzji praca



doktorska przygotowana jako ,manuskrypt ksigzki’ (zgodnie z wytycznymi Ustawy:
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dn. 20 lipca 2018 r. art. 187; Dz.U. z 2024 r.
poz. 1571 z pézn. zm.) ma uktad typowy dla tego typu opracowan i liczy w sumie 100
stron maszynopisu. Zawiera ona kolejno: strone tytutowa, podziekowania,
os$wiadczenia opiekuna naukowego pracy i autora, spis tresci, wykaz przyjetych
skrotow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel i hipoteza badawcza,
materiat i metody, wyniki badan, dyskusje, wnioski oraz pismiennictwo (liczace 201
pozycji na 21 stronach). Zasadnicza dokumentacja wynikow badan przedstawiona
zostata natomiast w postaci 16 oddzielnych tabel (przy czym pierwsza z nich
oznaczono jako Tab.1a i Tab.1b) oraz 7 rycin (Fig. 1-5 oraz Ryc.1-2)
wkomponowanych bezposrednio w tekst rozprawy

Tytut przedstawionej do recenzji dysertacji doktorskiej odzwierciedla
zasadnicze zatozenia pracy, a jej kilkupunktowe rozwiniecie w rozdziale: ,Cel i
hipoteza badawcza” bardziej szczeg6towo to ogdine zatozenie precyzuje co zostato
juz omoéwione wyzej w tym opracowaniu. Mozna jednak rozwing¢ nieco sam aspekt
celowosci obserwacji wptywu szczepien przeciwko zakazeniom S. uberis, roli pre- i
postdippingu oraz stosowania antybiotykéw DC na status epizootyczny ocenianych
stad krow w zakresie badanego patogenu zwiaszcza, ze Doktorant w zasadzie nie
wyeksponowat tego celu w opisie pracy, a finalnie oméwit go dos¢ szczegétowo pod
katem otrzymanych rezultatéw i sformutowanych wnioskéw. Nalezy przyjac¢, ze te
dodatkowe elementy/obserwacje realizowane byty w ramach jednego wyspecyfiko-
wanego celu obejmujacego wptyw okreslonych warunkéw zoohigienicznych na
poziom izolacji S. uberis.

Wstep pracy dos¢ obszernie, bo az na 19 stronach maszynopisu, wprowadza
w sposoOb usystematyzowany i przejrzysty w problem udziatu zakazen Streptococcus
spp. a zwiaszcza S. uberis w zapaleniach wymienia u kréw, omawia szczego6towo
najwazniejsze aspekty etiopatogenezy tej choroby oraz charakter zmian zapalnych
pod katem udziatu prozapalnych cytokin i markeréw odpowiedzi ostrej fazy. Wazng
czescig tego rozdziatu jest tez przedstawienie tta historycznego i aktualnej sytuacji
dotyczacej problemu lekoopornosci w lecznictwie zaréwno ludzkim, jak i
weterynaryjnym, a zwtaszcza szybkiego rozprzestrzeniania sie w ostatnich dekadach
bakterii wielolekoopornych odpowiedzialnych réwniez za notowane coraz czesciej na
tym tle przypadki mastitis u kréw. Doktorant w tym rozdziale oméwit szczegdtowo

mechanizmy opornosci bakterii oraz zastosowanie réznych grup antybiotykéw w



terapii mastitis z oceng ich efektywnosci. W rozdziale tym zwrocono tez uwage na
wazny aspekt szerszego upowszechniania w lecznictwie zwierzat lansowanej
obecnie koncepcji ,One Health — Jedno zdrowie” jako realnego sposobu na
efektywne ograniczanie stosowania antybiotykow w terapii - racjonalizujgc ich
zuzycie np. poprzez zastosowanie wytacznie terapii celowanej poprzedzonej wnikliwa
kontrola zasadnoéci uzycia okreslonych $rodkéw przeciwbakteryjnych w
poszczegdlnych przypadkach klinicznych.

Warto podkresli¢, ze wstep napisano dos¢ obszernie eksponujgc zwiaszcza
znaczenie paciorkowcéw w etiopatogenezie mastitis u bydta wraz z wiodgcg rolg
markeréw zapalenia w tym procesie, a rozdziat ten opracowano z duzg dbatoscig o
jego warstwe merytoryczng odnoszac si¢ w tekscie w wiekszosci do aktualnego
piémiennictwa. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu teoretycznym i biezacej wiedzy
Doktoranta w tym zakresie, rowniez co do ogolnie przyjetych zasad publikowania
prac naukowych, znajomosci aktualnego piémiennictwa i tendencji bibliograficznych
oraz duzych umiejetnosci we wtasciwym doborze cytowanych pozyciji.

Cze$é doswiadczalna opiniowanej rozprawy doktorskiej rozpoczyna sie
jednostronicowym rozdziatem zatytutowanym: ,Cel i hipoteza badawcza”, w ktérym
wyartykutowano ogéine zatozenie majace na celu zbadanie charakterystyki S. uberis
jako czynnika etiologicznego mastitis u krow realizowanego poprzez 5-punktowy
szereg zadan (celow) szczegotowych. Zwazywszy jednak na sformutowane w pracy
wnioski (nr 9-11) obejmujace: wptyw procedur pre- i postdippingowych, terapii DC i
szczepien na czestotliwo$¢ izolacji badanego patogenu, w dofgczonym w pracy
wykazie zadan (w rozdziale ,Cel i hipoteza badawcza”) dodatkowe cele czastkowe
powinny sie tu réwniez znalez¢ aby mozna byto skonfrontowac je z uzyskanymi w
pracy wynikami, a przede wszystkim z zamieszczonymi w niej wspomnianymi
wnioskami (9-11). W przeciwnym razie wnioski te raczej nie powinny byc
uwzglednione w dysertacji chyba ze jest to tez wynik realizacji zad. 2 - dotyczacego
okreslenia odsetka izolatéw S. uberis w ramach tzw. szerzej rozumianej ,sytuacii
zoohigienicznej w hodowli”, obejmujacej rowniez wspomniane wyzej okolicznosci, tj.
dipping, DC i szczepienia.

Kolejny rozdziat zawiera opis materiatbw i metod uzytych w badaniach
Materiat badawczy stanowity 194 probki mleka oraz krwi pobrane od kréw rasy hf w
28 gospodarstwach zlokalizowanych w kraju na terenie woj. kujawsko-pomorskiego o
tacznej obsadzie 1241 kréw, ich $redniej wydajnosci osobniczej 8700 kg mileka



rocznie i LKS w granicach od 80 do 750 tys/ml mleka. Dominujacym sposobem
utrzymania kréw byt system uwigzowy z zywieniem TMR, z prowadzeniem u krow
terapii DC (93 % stad), dezynfekcji poudojowej (50 % stad) lub tacznej (23 % stad),
szczepien ochronnych (57% stad) oraz stopniem czystosci krow ksztaftujgcym sie
odpowiednio: Il (36 % stad), Il (25 % stad), | (21 % stad) i IV (18 % stad). W
przypadku za$ badanych parametréw laboratoryjnych uwzgledniono: rutynowg oceneg
makroskopowa mleka wraz z TOK, badanie hodowlane mieka, prébe enzymatyczng
bakterii na katalaze, wstepng identyfikacje drobnoustrojéw na podtozu Chodkiewicza-
Edwordsa i chromogennym (CHROMagar Mastitis), a w koncowym etapie badan
dokonano identyfikacji gatunkowej wyizolowanych drobnoustrojow. W celu oceny
odpowiedzi immunologicznej w organizmie kréw chorych na zapalenie wymienia na
tle S. uberis badano w surowicy i mleku tych zwierzat: stezenie amyloidu A (SAA i
MAA) oraz wybranych interleukin (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12B) i czynnika martwicy
nowotworu (TNF-a). Okreslano tez fenotypowg i genotypowg lekowrazliwosc
szczepow S. uberis poprzez ustalenie ich profilu fenotypowego dla antybiotykéw
powszechnie stosowanych w terapii mastitis (juz wczes$niej wymienionych) oraz za
posrednictwem badann molekularnych z izolacja genomowego DNA bakterii,
oceniajgc - obecnos¢ odpowiednich gendéw odpowiedzialnych za oporno$¢ badanego
paciorkowca.

Bazujgc na tak zréznicowanym materiale i wszechstronnym warsztacie
badawczym Doktorantowi, w toku konsekwentnie realizowanego zasadniczego celu
pracy doktorskiej, udato sie ustali¢, ze S. uberis jest istotnym czynnikiem zakaznym
zapalen wymienia u kréw mlecznych bowiem jego izolaty stanowity 17 % wszystkich
wyizolowanych szczepéw bakterii z mleka krow chorych. Okazato sie tez, ze S.
uberis ma réwniez duzy potencjat zakazny mimo jego srodowiskowego charakteru i
duza zdolno$¢ aktywacji uktadu immunologicznego gospodarza wykazang
znaczacym wzrostem badanych parametrow zapalnych i odporno$ciowych.
Doktorant w badaniach wtasnych stwierdzit 9-krotny wzrost stezenia MAA, 3,5-krotny
IL-1B, 3,7-krotny IL-6, 2-krotny IL-8, 3,8-krotny IL-123 oraz 4,2-krotny TNF-a w mleku
kréw chorych na zapalenie wymienia wywotane przez S. uberis w poréwnaniu do
mieka kréw zdrowych.

Ocena lekowrazliwosci szczepoéw S. uberis pozwolita wyodrebni¢ 21 réznych
profili. Najczesciej powtarzajgcym sie wzorem byta jednoczesna oporno$¢ na
tetracykling, erytromycyne i linkomycyne. Wielolekoopornos$¢ zostata stwierdzona u



33,3% szczepdéw S. uberis. 20,0% szczepdéw S. uberis byto wrazliwych lub
éredniowrazliwych na wszystkie antybiotyki. Najwigkszg aktywnosc in vitro wykazaty
cefoperazon, cefquinom, cefaleksyna, penicylina oraz ceftiofur (odpowiednio: 100%,
100%, 93,3%, 90,0%, 86,7% wrazliwych/éredniowrazliwych szczepéw S. uberis).
Badania molekularne potwierdzity obecno$¢ 36 genéw determinujgcych oporno$¢ na
rézne grupy antybiotykéw. Wystepowanie co najmniej jednego genu opornosci
stwierdzono u 66,7% szczepow S. uberis. Najwiekszy odsetek stanowity geny tet
odpowiedzialne za oporno$¢ na tetracykliny:12 genéw tetl, 10 genow tetM oraz 3
geny tetO. W dalszej kolejnosci stwierdzono obecno$¢ gendw kodujacych opornosé
na: makrolidy — 4 geny ermB, linkozamidy — 4 geny /inB, antybiotyki B-laktamowe — 2
geny blaZ oraz aminoglikozydy — 1 gen aac(6')-le-aph(2”)-la.

W kontekscie uzyskanych wynikow w zakresie lekowrazliwosci S. uberis
waznym spostrzezeniem Doktoranta bylo wykazanie ciekawej zaleznosci,
czesciowego braku (u ponad 30 % szczepow) petnej zgodnosci wyodrebnionych in
vitro profili opornoéci fenotypowej patogenu w konfrontacji z badaniem molekularnym
w oparciu o odpowiednia genetyczng determinante ocenianej lekoopornosci.
Konstatujac, trzeba wiec pamietaé, ze profil opornosci fenotypowej S. uberis nie
zawsze zgodny jest z jej profilem opornosci genotypowej. Warto pamigta¢ rowniez,
ze w przypadku wykazanej w tych badaniach wielolekoopornosci szczepow S. uberis
(u ponad 30% na co najmniej 3 antybiotyki) izolowanych od kréw z zapaleniem
wymienia wywotywanych przez tego paciorkowca odpajanie cielat milekiem
pochodzgcym od takich krow, jako potencjalnego rezerwuaru groznego patogenu,
powinno by¢ istotnie ograniczone lub przynajmniej poprzedzone jego termiczng
obrébka (pasteryzacja).

Kluczowym efektem badann Doktoranta o trudnym do przecenienia
aplikacyjnym znaczeniu bylo wykazanie korzystnej roli stanu higienicznego krow i
érodowiska oraz technik przeciwdziatania zakazeniom wymienia w postaci
stosowania terapii DC i szczepien na ograniczenie wystepowania patogennych
szczepdw S. uberis w otoczeniu krowy w stadzie. W stadach kréw o wysokim stopniu
czystosci (I i Il) czestotliwos¢ izolacji szczepdw S. uberis z mleka krow chorych na
mastitis byta zdecydowanie nizsza w poréwnaniu do stad z IIl i IV stopniem czystosci.
Ponadto zastosowanie antybiotykowego preparatu dowymieniowego o przedtuzonym
dziataniu w okresie zasuszenia krowy (SDCT - Selective Dry Cow Therapy)
zmniejsza odsetek zakazen wymienia wywotanych przez S. uberis. Ze stad, w



ktérych wprowadzono terapie dry cow wyizolowano blisko 6-krotnie mniej szczepow
S. uberis w przeliczeniu na jedng krowe w poréwnaniu do stad nie stosujgcych tej
formy terapii mastitis. Doktorant zaobserwowat réwniez w swoich badaniach, ze
stosowanie szczepionek skierowanych przeciwko S. uberis zmniejsza istotnie
wystepowanie przypadkéw mastitis w stadach szczepionych krow, a odsetek izolatow
tego patogenu w tych stadach w przeliczeniu na 1 krowe byt tez zdecydowanie
nizszy niz u nieszczepionych (1/49,4 vs 1/33,3). Doktorant wskazat réwniez na
preferencyjny charakter ochronny o wiele bardziej wyrazonej w przypadku
stosowania szczepionki celowanej przeciw S. uberis.

Duzym zaskoczeniem w przypadku poréwnania efektow réznych dziatan
prewencyjnych byto natomiast stwierdzenie, ze stosowanie technik dezynfekciji
wymienia przed- i poudojowych ma zgota inny wptyw niz oméwione wczesniej
praktyki. Nieoczekiwanym rezultatem bylo bowiem wykazanie, ze odsetek krow, od
ktorych wyizolowano szczepy S. uberis byt zdecydowanie wyzszy w stadach, w
ktorych stosowano preparaty postdippingowe lub tacznie pre- i postdippingowe w
poréwnaniu do catkowitego braku przed i poudojowej dezynfekcji strzykéw wymion.
Zgodnie z przyjetymi w praktyce opiniami, jak tez opinig samego Autora badan to
nieoczekiwane zjawisko prawdopodobnie moze by¢é spowodowane mozliwoscig
przenoszenia patogenéw $rodowiskowych stale obecnych na skoérze strzykow i w
kanale strzykowym, szczegdlnie w przypadku zanurzania strzykéw wymion kolejnych
kréw w tym samym naczyniu zawierajgcym srodek dezynfekcyjny.

Dlatego tez, wytgczne stosowania pre- i postdippingu w oczekiwaniu
pozytywnych efektéw ochronnych w przypadku patogenéw srodowiskowych takich
jak S. uberis moze nie by¢é zadawalajgce. W tym celu nalezy pamieta¢ o
kompleksowym podejéciu i uzupetnianiu mniej skutecznych procedur innymi
dziataniami, tj. SDCT i szczepieniami nie zapominajgc przy tym o odpowiedniej
higienie i stanie czystosci zwierzat i Srodowiska jako najbardziej efektywnym
postepowaniu wykazanym réwniez w badaniach Doktoranta. Dziatania te majg
réwniez na celu dgzenie do ograniczania zuzycia antybiotykow w rutynowej terapii
mastitis wpisujac sie w globalng polityke przeciwdziatania niekontrolowanemu

narastaniu lekoopornosci srodkéw przeciwbakteryjnych w terapii ludzi i zwierzat.

Podsumowuijac przedstawiona do recenzji praca doktorska jest jednym z

pierwszych tak kompleksowych opracowan obejmujgcym badaniem nie tylko sam



patogen S. uberis pod katem jego cech charakterystycznych i roli w epidemiologii
zapalen wymienia w stadach krow mlecznych z oceng jego lekowrazliwo$ci i wptywu
na humoralng odpowiedz immunologiczng ale réwniez, znaczenia struktury stada
jego odmiennych procedur i stosowanych praktyk w szeroko pojetej profilaktyce
mastitis wywotywanych przez ten wazny, srodowiskowy czynnik chorobotworczy.
Wykonane badania istotnie przyblizaja nas do poznania ztozono$ci problemu
udziatu S. uberis w etiopatogenezie zapalen gruczotu mlekowego w rodzimych
stadach kréw mlecznych pod katem jego wptywu na humoralne mechanizmy
odpowiedzi zapalnej w zakazonym paciorkowcem wymieniowym - S. uberis
organizmie gospodarza poprzez monitoring ksztattowania sie¢ wybranych najbardziej
reprezentatywnych markeréw zapalenia w postaci odpowiednich prozapalnych
cytokin (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12B, TNF-a) oraz indykatorowego dla bydta biatka ostrej
fazy (SAA, MAA). Wyniki badan wtasnych Doktoranta wykazaty, ze u krow z mastitis
na tle zakazen S. uberis w poczatkowej fazie infekcji dochodzi najpierw do rozwoju
miejscowego odczynu zapalnego i odpowiedzi ostrej fazy (OOF), ktorej wyrazem jest
wzrost stezenia okreslonych biatek ostrej fazy (bof). Wg danych literaturowych
przyjmuje sie, ze najwazniejszym z punktu widzenia zapalenia wymienia u kréw
wskaznikowym bof jest stezenie izoformy 3 surowiczego amyloidu A. Jego rola
wskaznikowa jest jednak widoczna wytacznie w ocenie jego stezenia w mleku krow
chorych. Fakt ten wykazat Doktorant w swoich badaniach stwierdzajgc az 9-krotny
wzrost MAA w mleku kréw chorych w poréwnaniu z mlekiem krow zdrowych. Ta
wyjatkowa specyfika zmian tego biatka w mleku zwierzat z mastitis w poréwnaniu do
jego bardziej stabilnej komponenty surowiczej (SAA) moze by¢ wykorzystane jako
przydatny w praktyce wczesny marker wykrywania zapalenia wymienia zwazywszy
na tatwo$¢ jego badania i dostepno$¢ materiatu. Doktorant w swoich badaniach
potwierdzit rowniez wiodacg role S. uberis w etiologii mastitis u krow mlecznych (17
% izolowanych szczepéw tego zarazka) ugruntowujac jego pozycje czotowego
czynnika $rodowiskowego w powstawaniu choroby. Doktorant zwrécit tez uwage na
konieczno$¢ przeprogramowania dziatan profilaktycznych, ktére powinny byc
skoncentrowane bardziej na poprawe stanu higienicznego kréw, czystosci ich ciata i
srodowiska. W profilaktyce zakazen S. uberis nie mniej wazne wg Doktoranta jest
réowniez utrzymanie dotychczasowych praktyk stosowania SDCT oraz programéw
immunoprofilaktycznych zwtaszcza 2z udziatem nowoczesnych szczepionek

celowanych skierowanych przeciwko odpowiednim serotypom tego patogenu.
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Waznym wkitadem Doktoranta w postep nauki i praktyki wet. byto wykazanie w
badaniach wiasnych wystepowania wielolekoopornosci u wielu izolowanych
szczepow S. uberis co ma duze implikacje praktyczne w przypadku podjecia terapii
antybiotykowej, a mozliwe to byto dzieki wykorzystaniu nowoczesnych metod oceny
profili feno- i genotypowych badanej bakterii.

W przyjetym bardziej kompleksowym podejsciu do realizacji zadania
badawczego stanowigcego przedmiot rozprawy doktorskiej Doktorant podjat duze
ryzyko jego realizacji w tak wielowatkowym (wieloptaszczyznowym) ujeciu jednak
zrealizowat je konsekwentnie do korica i uzyskat interesujgce dane. O wiasciwym
ukierunkowaniu badan $wiadczg m.in. uzyskane wyniki, ktére pozwolity Autorowi na
sformutowanie az 11 wnioskéw podsumowujgcych w zasadzie wszystko co udato sie
w pracy wykazac. Czes¢ tych wnioskéw (9-11), co juz wczesniej skomentowano, nie
miato zakotwiczenia w przyjetych szczegétowych celach pracy. Wydaje sie wiec
zasadnym, oczekiwac¢ wyjasnienia tego faktu ze strony Doktoranta podczas dyskusji
w przebiegu publicznej obrony rozprawy doktorskie;.

Ponadto, obowigzkiem Recenzenta jest rowniez, w miare swoich mozliwosci i
posiadanej wiedzy zwréci¢ uwage na pewne niedociggniecia/niejasnosci, ktorych nie
ustrzegt sie Autor w trakcie przygotowywania dysertacji doktorskiej. W wiekszosci sg
one jednak natury stylistyczno-edytorskiej (przyktadowo: w pracy przyjeto
rownoczesnie angielskg i polska forme okreslania skrotéw rycin, tj: Fig. i Ryc.
Pamietajgc jednak, ze formalnie prace doktorskg przygotowujemy w jezyku polskim,
oczywiscie poza krotkim streszczeniem anglojezycznym, skroty techniczne takie jak
Ryc. dla przedstawienia rycin powinny mie¢ wytacznie polska wersje. Wyjatek
stanowig oczywiscie terminy uzyte w tekscie, a przedstawione w odpowiednim
wykazie skrotéw”.), a tylko niektore, te o bardziej merytorycznym charakterze
wymagaty wyeksponowania, aby ich pézniejsza korekta w trakcie ostatecznego
przygotowywania pracy do druku mogta co$ wnies¢ i przyczyni¢ sie do poprawy oraz

wiekszej przejrzystosci jej koncowej edytorskiej wersiji.

Ponizej, niektére z nich (w wiekszosci w formie pytan):

1. W jaki sposob kwalifikowano zwierzeta do badan i jak oceniano ich stan kliniczny
? W przypadku stwierdzenia klinicznej formy zapalenia wymienia, jak sie

przedstawiata jego syptomatologia ?. Brakuje w pracy opisu statusu zdrowotnego
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zwierzat uzytych w badaniach wraz z ich profilem osobniczym (wiek, liczba laktacji,
wskazniki rozrodu, przebyte choroby i ich leczenie itp.).

2. Jaki przyjeto model/klucz do oceny stanu/stopnia czystosci krow
wykorzystanych w badaniach oznaczonych jako I, II, lIl'i IV ?

3. W jaki spos6b sprawowano biezaca kontrole nad stanem zdrowotnym zwierzat i
prowadzonym postepowaniem immunoprofilaktycznym z udziatem szczepien
ochronnych (dobér szczepionek, ich rodzaj, czas i czestotiwos¢ podawania,
obserwacje kliniczne, efekty itp.) ?

4. Dotgczone do pracy pi$miennictwo wymaga wnikliwej rewizji. Niektore z
cytowanych w teksécie pozycji nie widnieja bowiem w wykazie np. Shuster i wsp.,
2017, inne nie posiadajg analogicznych dat wydania z przedstawionymi w wykazie,
np. str. 24 pozycja: Téthova i wsp., w tekscie 2004 w spisie 2014, kolejna na str. 26:
Mestrovic i wsp. w tekécie 2019 w spisie 2012, dalej, wielokrotnie cytowana na str.
28, 29-3x, 30, 31, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74: Zouharowa i wsp. w tekscie rok 2023 w
wykazie 2022 i wreszcie na str. 67: Lahouassa et al. w tekécie 2007 w spisie
piémiennictwa 2008. Ponadto w tym przypadku oraz tez w innych miejscach na tej
samej stronie, tj. w pozycjach: Bannerman et al. 2004a | Watanabe et al. 2008 uzyto
btednie, biorac pod uwage wymogi polskiego opracowanie, zamiast
polskojezycznego skrétu i wsp”., angielska, obcg forme — et al.

Wymienione wyzej niedociggniecia w edycji pracy, przed jej ostatecznym
przekazaniem do druku, wymagaja stosownych korekt.

Wspomniane uwagi i zapytania nie majg jednak istotnego wptywu na ogéing
bardzo dobrg ocene przygotowanej rozprawy doktorskie;.

Podsumowujgc, pragne podkreslic, ze recenzowana rozprawa doktorska
wnosi nowe, istotne dane do nauki i w sposdb znaczacy pogtebia wiedze z zakresu
charakterystyki i epidemiologii Streptococcus uberis w zapaleniach wymienia u krow,
a jej rozbudowana forma obejmujaca tez aspekty immunologiczne i zoohigieniczne
jest z gruntu nowym podejéciem w omawianym obszarze badaniach klinicznych.

Pan lek. wet. Przemystaw Btaszczyk dobrze wywigzat si¢ z postawionego
sobie zadania. Schemat badan zaplanowat ambitnie i doktadnie je wykonat, przy
uzyciu powszechnie akceptowanych, aktualnych metod badawczych, gwarantujacych

wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikow. W pracy zamieszczono rzetelnie wykonang
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dokumentacje graficzng z przeprowadzonych badan, ktéra utatwia czytajgcemu
weryfikacje wynikéw badan.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska Pana lek. wet. Przemystawa
Btaszczyka pt. ,Charakterystyka i epidemiologia szczepow Streptococcus
uberis wyizolowanych z mleka kréow chorych na zapalenie wymienia”
odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 Ustawy: Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce z dn. 20 lipca 2018 r. (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.) i moze byc
podstawa do nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauki weterynaryjne
w dyscyplinie weterynaria. Biorgc pod uwage powyzsze, zwracam si¢ do Wysokiej
Rady Dyscypliny Naukowej Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o
dopuszczenie Pana lek. wet. Przemystawa Btaszczyka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Putawy, 06.02.2026 r. prof. dr hézb. Dariusz Bednarek



