Ocena pracy doktorskiej lek. wet. Przemystawa Blaszczyka
pt: ,,Charakterystyka i epidemiologia szczepdw Streptococcus uberis
wyizolowanych z mleka kréw chorych na zapalenie wymienia”

Prof. dr hab. Wojciech Baranski
Katedra Rozrodu Zwierzat z Klinika
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
Ul. Oczapowskiego 14
10-719 Olsztyn
Olsztyn, dn. 11.02.2026

Ocena rozprawy doktorskiej lek. wet. Przemystawa Blaszczyka
pod tytutem ,,Charakterystyka i epidemiologia szczepow Streptococcus uberis

wyizolowanych z mleka krow chorych na zapalenie wymienia” wykonana w
zwigzku z uchwatg Rady Dyscypliny Naukowej Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w
Lublinie z dnia 4 grudnia 2025 roku

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lekarza weterynarii Przemystawa
Blaszczyka zostala wykonana w Zakladzie Mikrobiologii Katedry Przedklinicznych Nauk
Weterynaryjnych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie, ktérej promotorem jest dr hab. Mariola Bochniarz prof. uczelni.

W obecnych czasach hodowla bydta mlecznego jest bardzo mocno powigzana
z oplacalnoscia tej galezi produkcji rolnej oraz bezpieczenstwem zywnosci pochodzenia
zwierzecego. Choroby wymienia stanowig dla hodowcow jedng z najbardziej kosztownych
grup schorzen i duza czgstotliwos¢ stosowania roznych lekow w przypadku mastitis powoduje
zagrozenie obecnosci ich pozostalosci w mleku. Powoduje to przede wszystkim zagrozenie dla
zdrowia 1 zycia ludzi, przyczyniajac si¢ do narastania antybiotykoodpornosci réznych
drobnoustrojéw stanowigcych potencjalne zagrozenie dla ludzi, jak i zwierzat. Badania
dotyczace bakterii bedacych czesto przyczyng zapalen wymienia, w powigzaniu z warunkami
higienicznymi w oborach i przyjetymi strategiami ograniczenia tych choréb pozwalaja
na szersze i glebsze poznanie tego problemu w warunkach krajowych, jak rowniez znalezienie
praktycznych wskazan umozliwiajagcych ograniczenie wystepowania schorzen gruczohlu
mlekowego u bydta mlecznego. Podejmujac si¢ realizacji badan w tym zakresie Autor dokonat
oceny aktualnego stanu wiedzy w zakresie etiologii i patogenezy zapalen wymienia u krow z ze
szczegblnym uwzglednieniem charakterystyki Streptococcus uberis dotyczacym czynnikow
wirulencji powyzszej bakterii, reakcji organizmu i uktadu immunologicznego na zakazenie oraz

wrazliwosci na stosowane w terapii antybiotyki. Dokonana analiza literatury obejmujaca
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powyzsze zagadnienia pozwolila na sformutowanie tematu pracy, ustalenie jej hipotez

badawczych, dobér metod i realizacje eksperymentéw jak réwniez dyskusje uzyskanych
wynikow w odniesieniu do badan wezesniejszych i obecnej wiedzy.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje 100 strony maszynopisu, posiada
klasyczny uktad dla tego typu opracowan z nast¢pujgcymi rozdziatami: spis tresci, wykaz
skrotow, streszczenie, summary, wstep, cel i hipoteza badawcza, materiat i metody, analiza
statystyczna, wyniki badan, dyskusja, wnioski, piSmiennictwo. Na uznanie zastuguje bardzo
liczna (201 pozycji) i aktualna literatura, na ktorg Doktorant powotuje si¢ i z ktorg konfrontuje
wilasne wyniki. W tekscie dysertacji zawarte sg 2 ryciny, 5 wykreséw oraz 16 tabel. Wyniki
badan poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilka do oceny rozktadu
normalnosci danych, testu Manna-Whitneya dla dwoch prob niezaleznych przy uzyciu
programu Statistica 12.0.

We wstepie Doktorant podaje formy w jakiej moze przebiegaé¢ choroba z opisem
objawow i wartosciami granicznymi liczby komorek somatycznych dla zwierzat zdrowych
i chorych. Przedstawiona jest systematyka bakterii z rodzaju Streptococcus spp. umiejscawiajac
w niej Streptococcus uberis i przedstawiajgc tego paciorkowca jako czynnik etiologiczny
zapalen wymienia. Bardzo szczegdtowo przedstawiona jest reakcja uktadu immunologicznego
na zakazenie w odniesieniu do czynnikow wirulencji charakterystycznych dla opisywanego
drobnoustroju. W koncowej czgsci wstepu przedstawione sa dane dotyczace wrazliwosci
paciorkowcoéw na antybiotyki stosowane w terapii mastitis wraz z mechanizmami opornosci
wykorzystywanymi przez te bakterie.

Badania przedstawione w rozprawie miaty na celu:

- oceng¢ epizootyczng wystgpowania Streptococcus uberis w stadach krow mlecznych
znajdujacych si¢ w wojewodztwie kujawsko-pomorskim;

- okreslenie zaleznosci odsetka wyizolowanych szczepow Streptococcus uberis, a sytuacja
zoohigieniczng w hodowli;

- ocen¢ nat¢zenia odpowiedzi immunologicznej u kréw chorych na zapalenie wymienia
wywolane przez Streptococcus uberis w oparciu o okreslenie poziomu biatka ostrej fazy:
surowiczego amyloidu A oraz cytokin prozapalnych: IL-1 3, IL-6, IL-8, IL-12 3 i TNF-«
w mleku oraz surowicy krow;

- ustalenie fenotypowych profili lekowrazliwosci Streptococcus uberis na antybiotyki
najczesciej stosowane w leczeniu mastitis u krow: penicyling, cefaleksyne, cefoperazon,

cefquinom, ceftiofur, tetracykling, erytromycyne oraz linkomycyne;
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- analiz¢ molekularnych determinantow lekoopornosci szczepow Streptococcus uberis

wywotujgcych zapalenie wymienia u krow.

Badania przeprowadzono w 28 stadach kréw mlecznych zrdéznicowanych pod
wzgledem liczby zwierzat (od 22 do 88 krow), systemu utrzymania (uwigzowy
1 wolnostanowiskowy) i doju (trzy rézne rodzaje). Gospodarstwa dodatkowo analizowano pod
katem stosowania selektywnej terapii antybiotykowej krow zasuszonych, prowadzonych
szczepien profilaktycznych w kierunku ograniczenia zapalen gruczolu mlekowego, stosowania
réznych metod higieny doju oraz czystosci strzykow. Od 194 krow podejrzanych na podstawie
badania wymienia o mastitis, pobrano proby mleka i krwi oraz takie same préby pozyskano od
10 zdrowych kréw, tworzacych grupe kontrolng. Mleko zostalo zbadane laboratoryjnie
1 identyfikacje drobnoustrojéw wykonano na podstawie morfologii kolonii oraz testu katalazy,
nastgpnie wykonano posiew na podloze chromogenne i obecno$¢ Streptococcus uberis
potwierdzono dwoma metodami molekularnymi: spektrometrii mas i reakcjg PCR. Sposrod
pobranych préb u 176 wyizolowano drobnoustroje i 30 z nich rozpoznano jako szczepy
paciorkowca wymienia. Pobrane proby krwi odwirowano i w surowicy oraz w mleku
oznaczono nastgpujace parametry odpowiedzi immunologicznej: stezenia amyloidu A,
poziomu IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 oraz TNF-a. Wyizolowane szczepy Streptococcus uberis
zostaly poddane ocenie lekowrazliwosci z wykorzystaniem metody dyfuzyjno-kragzkowej oraz
badano obecnos¢ genéw odpowiedzialnych za opornos¢ bakterii na antybiotyki.

Wyniki przedstawiono na stronach 48-61 z wykorzystaniem 13 tabel. Wykazano, ze
w stadach stosujacych selektywng terapi¢ znacznie rzadziej izolowano Strep. uberis, podobng
zaleznos¢ zauwazono w gospodarstwach w ktérych wdrozono programy szczepien, przy czym
najwigksza skutecznos$¢ (liczba zwierzat, na ktore przypadata jedna pozytywna probka)
wykazano w gospodarstwach stosujacych komercyjna szczepionke Ubac. Oceniajac
skutecznos$¢ prowadzonej higieny doju lek. wet. Przemystaw Blaszczyk stwierdzil, ich stabg
skutecznos¢, gdyz w stadach w ktorych wprowadzono dwa sposoby stwierdzano jednoczesnie
najwigksza liczbg pozytywnych przypadkow, ale analiza czystosci krow wykazata odwrotng
zaleznos¢. Analizujgc reakcje biatek ostrej fazy stwierdzono istotnie wyzsze stezenie amyloidu
A w mleku krow chorych (2817,5 ng/ml vs 318,25 ng/ml), bez widocznych réznic w surowicy.
Podobne zaleznosci (wyzsze stezenia w mleku chorych niz zdrowych zwierzat oraz wyzsze
w surowicy zdrowych niz chorych) wykazano w przypadku wszystkich badanych cytokin
prozapalnych (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 oraz TNF-a), przy czym tylko w przypadku IL-8 réznice

te nie byly statystycznie istotne. Ocena antybiotykoopornosci szczepdw Strep. uberis wykazala
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21 roéznych profili nieskutecznych lekoéw, a najczesciej wystepujaca byla jednoczesna

niewrazliwos¢ na tetracykling, erytromycyne i linkomycyne. Bardzo wazng informacja,
z perspektywy zalecanych lekéw w terapii, jest brak szczepéw opornych na niektore
cefalosporyny III i IV generacji takie jak cefoperazon i cefquinom. Badanie obecnosci
w genomie gendéw opornosci wykazato wystepowanie 8 roznych, przy czym wystepowaty one
w roéznych uktadach, pozwalajacych na opisanie 11 profili. Bardzo intersujgca obserwacjg byto
znalezienie 10 szczepdw Stereptococcus uberis, u ktorych nie wykryto ani jednego genu
opornosci, a jednoczesnie obserwowana byta ich opornos¢ fenotypowa, stwierdzona metoda
krazkowo-dyfuzyjna.

Analizujac i polemizujac z uzyskanymi wynikami swoich badan Doktorant wysnuwa
jedenascie wnioskow stwierdzajac, ze:

1. Streptococcus uberis nalezy do istotnych czynnikéw etiologicznych zapalenia
wymienia u krow mlecznych. Szczepy S. uberis stanowity 17,0% wszystkich szczepoéw bakterii
wyizolowanych z mleka kréw chorych na zapalenie wymienia.

2. Ocena parametréw odpowiedzi immunologicznej potwierdzita zdolnos¢ S. uberis
do aktywacji ukladu immunologicznego wymienia. W badaniach wilasnych stwierdzono
znaczacy wzrost poziomu wszystkich badanych, scisle ze sobg powigzanych czynnosciowo
cytokin (IL-1 8, IL-6, IL-8, IL-12 3, TNF- « ) oraz amyloidu A w mleku krow chorych na
mastitis w poréwnaniu do mleka krow zdrowych.

3. Ocena stgzenia amyloidu A w mleku moze zosta¢ uznana za potencjalny marker
prognostyczny zapalenia wymienia powodowanego przez S. uberis. Poziom MAA byt
statystycznie istotnie wyzszy w mleku krow z mastitis w porownaniu do grupy kontrolne;j.

4. Najwigksza aktywnos¢ wobec szczepoéw S. uberis w badaniu in vitro wykazaly
antybiotyki /3 -laktamowe, zalecane jako leki pierwszego wyboru w leczeniu mastitis u krow:
cefoperazon, cefquinom, cefaleksyna, penicylina oraz ceftiofur.

5. Wyizolowane z mleka szczepy S. wuberis mogag stanowi¢ zrodlo genow
determinujacych oporno$¢ na rézne grupy antybiotykéw. W przypadku 66,7% szczepow
S. uberis wykryto co najmniej 1 gen opornosci.

6. Profile opornosci fenotypowej szczepdéw S. uberis nie sg zgodne z profilami
opornosci genotypowej tych patogenéw. W przypadku 33,3% szczepow S. uberis
wykazujacych fenotypowa opornos¢ na wybrane antybiotyki w badaniu in vitro badania

molekularne nie potwierdzily genetycznej determinanty tej lekoopornosci.
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7. Mleko kréw chorych na zapalenie wymienia moze by¢ potencjalnym rezerwuarem

wielolekoopornych szczepow S. wuberis. 33,3% badanych szczepow S. uberis wykazato
opornos¢ na co najmniej 3 antybiotyki.

8. Jednym z najbardziej efektywnych sposobow eliminacji szczepow S. uberis jest
utrzymanie czystosci krow oraz calego Srodowiska, w ktorym te zwierzgta przebywaja.
W stadach o wysokim stopniu czystosci krow (I i IT) czestotliwo$¢ izolacji szczepdw S. uberis
z mleka kréw chorych na mastitis byta zdecydowanie nizsza w poréwnaniu do stad z 111 i IV
stopniem czystosci.

9. Efekt stosowania przed i poudojowej dezynfekcji strzykéw wymion Kkrow
w przypadku patogendw srodowiskowych, takich jak S. uberis moze nie by¢ zadawalajacy.
Odsetek krow, od ktorych wyizolowano szczepy S. uberis byt wiekszy w stadach, w ktorych
stosowano preparaty postdippingowe lub lgcznie pre- i postdippingowe w poréwnaniu
do catkowitego braku przed i poudojowej dezynfekcji strzykow wymion.

10. Zastosowanie antybiotykowego preparatu dowymieniowego o przedtuzonym
dzialaniu w okresie zasuszenia krowy zmniejsza odsetek zakazen wymion wywotywanych
przez S. uberis. Ze stad, w ktorych stosowano antybiotyki dry cow wyizolowano 6-krotnie
mniej szczepdw S. uberis w porownaniu do stad niewdrazajgcych terapii DC.

11. Szczepienie kréw mozna uzna¢ za jedno z najbardziej obiecujacych dzialan
profilaktycznych zapobiegajacych mastitis wywolanemu przez S. wuberis. Badania wlasne
potwierdzily wysoka skutecznos¢ stosowania szczepionek skierowanych przeciw S. uberis.
Odsetek szczepoéw S. uberis wyizolowanych z mleka krow chorych na mastitis w stadach
szczepionych byl zdecydowanie nizszy w poréwnaniu do stad nieszczepionych.

Przedstawiona od oceny rozprawa doktorska jest napisana w sposob uporzadkowany
i bardzo starannie od strony graficznej. Opracowanie profili antybiotykoopornosci wraz z
analizg wystepowania genow opornosci ma duze znaczenie poznawcze i aplikacyjne dla lekarzy
weterynarii zajmujacych si¢ kontrolg mastitis w swojej praktyce. Bardzo istotne z tej
perspektywy jest takze udokumentowanie spadku czestotliwosci wystepowania zakazen
Streptococcus uberis w stadach w ktorych wprowadzono szczepienie szczegdlnie preparatem
skierowanym przeciwko temu drobnoustrojowi. Bardzo waznym aspektem dysertacji jest ocena
lekoopornosci, poniewaz jest to problem coraz bardziej narastajacy, a wszystkie badanie z nim
zwigzane nalezy uzna¢ za bardzo wartosciowe, tym bardziej jezeli dzigki temu posiadamy
wlasne, krajowe badania. W dyskusji Autor zaréwno konfrontuje wyniki wlasne z uzyskanymi

przez innych badaczy, jak i stara si¢ je wbudowacé do istniejacego stanu wiedzy, co potwierdza
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nowatorski charakter przeprowadzonych badan. Sformulowane wnioski sg prawidlowe

1 odzwierciedlaja wyniki uzyskane w toku przeprowadzonych badan. Z obowiazku recenzenta
musz¢ wspomnie¢ 0 mankamentach ocenianej rozprawy doktorskie;j:

- we wstepie w podrozdziale 1.1 Doktorant opisuje rézne formy zapalen gruczotu
mlekowego, brak jednak opisu cech charakterystycznych dla formy przewlektej o ktorej pisze
na str. 161 66;

- rozdzial Material i Metody — w manuskrypcie brak informacji o zgodzie Lokalnej
Komisji Etycznej na pobranie krwi od krow chorych i bedacych grupa kontrolng, co powinno
zosta¢ uzupelnione;

- na stronie 33 Doktorant opisuje sposob doju jako 3 kanwy, za$ w Tabeli 1 jako kany —
nazewnictwo powinno by¢ ujednolicone;

- poniewaz stada od ktorych pobierano proby sg bardzo zroznicowane (r6zna liczebno$é,
systemy doju i utrzymania) podanie $redniej wydajnosci dla wszystkich stad (8700kg rocznie)
nie pozwala na dodatkowe analizy zaleznosci pomiedzy badanymi parametrami a wydajnoscia
mleczng i nie przedstawia w pelni stad w ktorych prowadzone byly badania;

- skad pochodza dane dotyczace liczby komoérek somatycznych w stadach podane na
stronie 33 oraz w Tabeli 1a i 1b? Jakiego okresu dotycza?

- na stronach 36-38 przedstawiono wykresy charakteryzujace stada w ktorych
prowadzone byly badania, ale pomimo analizy wystepowania Straptococcus uberis w
zaleznosci od opisanych parametréw brak odnosnikow do nich w tekscie;

- czy przeprowadzona byla analiza antybiotykdw stosowanych w ramach selektywnego
zasuszania pod kontrola antybiotykow? Czy badane szczepy paciorkowca wymienia byty
wrazliwe na stosowane leki w wykonanych testach dyfuzyjno-krazkowych? Jezeli nie to czy na
pewno ta metoda byla odpowiedzialna za mniejsza liczbe zakazen badang bakterig?

- na stronie 37 (Fig. 4) i 52 (Tab. 7) — opisane sg poziomy czystosci krow I-1V, ale brak
opisu kryteriow stosownych do zakwalifikowania kréw do odpowiedniego poziomu. Brak
rowniez informacji w materiatach i metodach kto i kiedy oceniat czystos¢ krow;

- w podrozdziale dotyczacym pobierania prob do badan laboratoryjnych na stronie 38
brak dokladnego sposobu pobierania prob do badan bakteriologicznych — ich nieprawidtowe
wykonanie wplywa na wynik badania mikrobiologicznego; w tym samym podrozdziale brak
dokladnego opisu jaki wynik testu TOK (watpliwy, stabo, wyraznie czy silnie dodatni) zostal
zakwalifikowany przez lek. wet Przemystawa Blaszczaka jako dodatni uprawniajacy do

pobrania prob;
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- na stronie 39 opisane jest badanie kliniczne zwierzat, od ktérych pobrano proby i

jedynym kryterium byl dodatni wynik TOK, natomiast bardzo istotng informacja szczegodlnie
w odniesieniu do analizy parametrow immunologicznych jest forma zapalenia, ktora nie jest
opisana. W efekcie nie wiadomo czy byly to zwierzeta z formg podkliniczna, kliniczng czy
przewlekla, ktére moga dawa¢ inng odpowiedz uktadu immunologicznego;

- w opisie identyfikacji drobnoustrojéw w probach brak informacji przy ilu jednostkach
tworzacych kolonie uznawano probe za dodatnia;

- rozdzial Wyniki badan: przydatna dla czytajacego bylaby tabela z opisem innych
wyizolowanych drobnoustrojow, liczbg prob negatywnych oraz liczbg szczepow
wyizolowanych z kazdej proby jako dodatkowe informacje charakteryzujace stada i proby;

- czytajac wyniki i dyskusje problem sprawial mi opis liczby izolowanych szczepow i
stwierdzonych genow. Na stronie 48 Doktorant pisze:” Ze 194 probek mleka wyizolowano 176
szczepOw drobnoustrojow, w tym 30 szczepdw nalezacych do gatunku S. uberis (17,0%).” Co
moze sugerowac, ze potwierdzono obecnos¢ 176 roznych drobnoustrojow w tym 30 réznych
szczepOw S. uberis. Czy opis ,przypadki”, zamiast ,szczepOw” nie bylby bardziej
jednoznaczny? Podobnie na stronie 60 Doktorant pisze:” Igcznie stwierdzono obecnos¢ 36
gendéw”, zas w Tabeli 16 jest opisanych tylko 8 genow tworzacych 11 profili.

- pojawiajg si¢ takze niescislosci w cytowanym pismiennictwie — brak cytowan w
manuskrypcie poz. 76, 101, 116; w spisie piSmiennictwa publikacje tego samego autora czasami
sg opisywane w kolejnosci roku publikacji, a czasami w réznej kolejnosci (poz. 20-23, 50-51,
66-68, 102-103, 147-148,195-197);

- w manuskrypcie pojawia si¢ angielski opis cytowanych prac (np. Ward et al. 2009,
Watanabe et al. 2008, Monistero et al. 2021), brak dopisku o wspétautorach (np. Tomani¢ 2023
zamiast Tomanic¢ i wsp.) lub podania dopisku przy dwoch autorach (np. Sherwin i Breen 2022).

Powyzsze uwagi nie obnizajg wartosci merytorycznej przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskiej, za$ catos¢ badan uwazam za bardzo potrzebne uzupelnienie danych dotyczacych
zakazen wymienia przez S. uberis w stadach bydta mlecznego w Polsce.

W zwigzku z powyzszym uwazam, ze rozprawa doktorska pt. ,.Charakterystyka i
epidemiologia szczepdw Streptococcus uberis wyizolowanych z mleka krow chorych na
zapalenie wymienia” autorstwa lek. wet. Przemystawa Blaszczyka odpowiada warunkom
okreslonym w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20.072018 r. (tj.
Dz. U. 2 2024 r. z poz. 1571 z p6zn. zm.) i stanowi podstaw¢ do nadania stopnia naukowego

'/

doktora.




Ocena pracy doktorskiej lek. wet. Przemystawa Blaszczyka
pt: ,.Charakterystyka i epidemiologia szczepow Streptococcus uberis
wyizolowanych z mleka krow chorych na zapalenie wymienia”
Przedkladam zatem wniosek Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie o przyjecie pracy i dopuszczenie lek. wet. Przemystawa Blaszczyka
do dalszych etapdw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk

weterynaryjnych w dyscyplinie weterynaria.

Prof. dr hab. Wojciech hski

hof drg/zéh Bara#



