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Recenzja rozprawy doktorskiej

na stopien doktora w dyscyplinie weterynaria Pani lek. wet. Aleksandry Kaczmarkowskiej
pt. ,,Wezty chlonne $win Zrodlem bakterii zagrazajgcych zdrowiu publicznemu — przestanki
do rozszerzonych badan poubojowych”

wykonanej pod kierunkiem:

Pana Prof. dr hab. Krzysztofa Anusza —promotora

Pani Dr Anny Didkowskiej — promotora pomocniczego

Formalna podstawa wykonania recenzji

Podstawa wykonania recenzji byta uchwata Rady Dyscypliny Weterynaria Szkoty Gléwne;j

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z dnia 16 pazdziernika 2024 roku.

Przedmiotem recenzji jest ocena czy rozprawa doktorska speinia wymagania ustawowe
okreslone w art. 192 ust. 2, ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (tj. z dnia 10 marca 2023r., Dz. U. z 2023 r. poz. 742, ze zm.).
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Uzasadnienie podjecia tematu

Podstawowa potrzeba kazdego cztowieka jest poczucie bezpieczefistwa, ktore
gwarantowane jest takze przez dostepnos$¢ bezpiecznej zywnosci. Duzym zagrozeniem dla
zdrowia czlowieka jest wystgpowanie w produktach spozywczych drobnoustrojow,
szczegolnie tych o potencjale zootycznym. Gtéwnym zrédtem ich wystepowania sg surowce
pochodzenia zwierzecego. Drobnoustroje te stanowig nie tylko bezposrednie zagrozenie dla
zdrowia ludzi poprzez wywolywanie zatrué¢ i zakazen pokarmowych, ale réwniez moga
przyczyniaé si¢ poprzez horyzontalny transfer genéw do narastania opornosci na substancje
przeciwbakteryjne stosowane w leczeniu ludzi i zwierzat, co w ostatnich latach

obserwujemy.

Bezpieczenstwo zywnosci zapewnia nadzér nad tancuchem spozywezym, w tym urzedowe
badanie poubojowe zwierzat rzeznych w przypadku pozyskiwania miesa. Strategia
prowadzenia nadzoru urzgdowego obowigzujgca w Unii Europejskiej stawia duzy nacisk na
kontrol¢ w calym fancuchu spozywczym ze szczegdlnym uwzglednieniem produkceji
pierwotnej, co oczywiscie jest stuszne. Niestety strategia ta wplywa na ograniczenie badania
poubojowego zwierzat rzeznych gldwnie do oceny wizualnej tusz i narzadéw. To z kolei
utrudnia wykrywanie podklinicznych stanéw chorobowych wywotywanych przez
drobnoustroje, ktérych pierwszym a czesto jedynym objawem mogg by¢ zmiany w weztach
chtonnych. Przy braku w tuszy i/lub narzgdach widocznych zmian chorobowych pomijana
jest ocena weztéw chtonnych, co z kolei umozliwia przenikanie drobnoustrojéw o potencjale
zootycznym stanowigcych bezposrednie zagrozenie dla zdrowia czlowieka oraz
przenoszacych geny opornosci na substancje przeciwbakteryjne do tancucha spozywczego i
srodowiska. W przedstawionej do oceny pracy, Pani lek. Wet. Aleksandra Kaczmarkowska w
sposéb jasny i rzetelny udowodnila, Ze ograniczanie badania poubojowego jedynie do oceny

wizualnej bez oceny stanu weztow chtonnych stanowi realne zagrozenie dla bezpieczenstwa.
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Ocena formalna i merytoryczna pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest kompilacjg trzech powigzanych ze
sobg merytorycznie i opublikowanych w wysoko punktowanych czasopismach naukowych o

zasiggu miedzynarodowym prac naukowych, ktorych pierwszym autorem jest Pani lek.wet.

Aleksandra Kaczmarkowska:

1. Kaczmarkowska A, Kwiecien E, Didkowska A, Stefafiska I, Rzewuska M, Anusz K. 2023. The
Genetic Diversity and Antimicrobial Resistance of Pyogenic Pathogens Isolated from Porcine Lymph Nodes.
Antibiotics, 12(6), 1026.

DOI: /doi.org/10.3390/antibiotics 12061026 (IF2023 = 5,22; MEiN2023 = 70 pkt.)

2. Kaczmarkowska A, Didkowska A, Brzezinska S, Klich D, Kwiecien E, Dolka I, Kociuba P,
Rzewuska M, Augustynowicz-Kope¢ E, Anusz K. 2022. Could the type and severity of gross lesions in pig
lymph nodes play a role in the detection of Mycobacterium avium? PloSone, 17(7), €0269912.

DOI: /doi.org/10.1371/journal.pone.0269912 (IF2022 = 3,7; MEiN2021 = 100 pkt.)

3. Kaczmarkowska A, Didkowska A, Kwiecien E, Stefanska I, Rzewuska M, Anusz K. 2022. The
Mycobacterium avium complex - an underestimated threat to humans and animals. Ann Agric Environ Med.
29(1), 22-217.

DOIL: /doi.org/10.26444/aaem/136398 (IF2022 = 1,7; MEiN2022 = 100 pkt.)

Kompilacja zostata podzielona na sze$¢ gldwnych rozdziatow: 1. wstep, 2. cele pracy,
3. Materiat i metody, 4. Wyniki, 5. Dyskusja, 6. Wnioski oraz bibliografi¢ liczacg 104 pozycje

piSmiennictwa i zalgczniki.

Rozdzial 1. Wstep. Autorka przedstawila w tym miejscu ogélng strategie badania
poubojowego §win. Przyblizyta problem narastania opornosci drobnoustrojéw na substancje
przeciwbakteryjne oraz scharakteryzowata drobnoustroje o charakterze zootycznym

wystepujace w weztach chtonnych i majace wptyw na bezpieczenstwo ludzi i srodowiska.
Rozdziat 2. Cele pracy, ktorymi byty (cyt.):

1. Ocena wystepowania oraz zrdéznicowania genetycznego potencjalnie zoonotycznych
szczepow ropotwoérczych Streptococcus spp., R. equi i S. aureus wyizolowanych z weztow
chlonnych $win ze zmianami ropnymi i bez zmian, w zwigzku z ewentualng decyzja
urzedowego lekarza weterynarii o podjeciu, poza rekomendowanym badaniem wizualnym,

dodatkowej procedury badania poubojowego, rozszerzonej o badanie dotykowe i nacinanie.
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2. Okreslenie dla potencjalnie zoonotycznych szczepéw ropotwérczych Streptococcus spp., R.
equi i S. aureus, wyizolowanych z weztéw chtonnych $win ze zmianami ropnymi i bez zmian,
wartosci minimalnego stgzenia hamujgcego (MIC) wybranych chemioterapeutykéw

przeciwbakteryjnych w kontekscie wykrywania determinant genetycznych lekoopornosci.

3. W zwiazku z wzrastajacym zagrozeniem zakazeniami pratkami z MAC u ludzi i zwierzat,
ustalenie, czy mozna przewidzie¢ wystepowanie M. avium w weztach chtonnych $win na
podstawie rodzaju i wielkosci stwierdzonych w nich zmian, a takze czy na
prawdopodobienstwo obecnosci M. avium w weztach chtonnych $win wptywa pleé zwierzat

oraz wielkos¢ stada.

Kolejne dwa rozdzialy pracy korespondujg $cisle z wyznaczonymi przez Autorke celami

pracy.

Rozdzial 3. Material i metody

W trzech podrozdziatach Autorka opisata material wykorzystywany do przeprowadzenia
badan oraz sposéb jego pozyskania — wezty chlonne od 199 sztuk $win wykorzystane do
badan poswigconych drobnoustrojom ropotworczym oraz 10600 tusz wieprzowych
poddanych szczegétowemu badaniu poubojowemu dla oceny zagrozenia zakazeniami
pratkami MAC.

Autorka opisata metodyke izolacji i identyfikacji drobnoustrojéw bedacych przedmiotem
badan (Streptococcus spp., R. equi, S. aureus, M. avium). W rozdziale umieszczona zostata
metodyka izolacji materialu genetycznego wyizolowanych z wezléw chlonnych
drobnoustrojéw oraz ich identyfikacji genetyczne;j.

Dla drobnoustrojéw ropotwérczych opisana zostata metoda badania wrazliwosci na osiem
substancji przeciwbakteryjnych: amoksycylina z kwasem klawulanowym (AMC; 0,016-256
pg/ml), penicylina (PEN; 0,002-32 pg/ml), cefotaksym (CTX; 0,002-32 pg/ml), erytromycyna
(ERY; 0,016-256 pg/ml), doksycyklina (DOX; 0,016-256 ug/ml), gentamycyna (GEN; 0,016-256
ug/ml), ciprofloksacyna (CIP; 0,002-32 pg/ml) i trimetoprim-sulfametoksazol (SXT; 0,002-32
pg/ml) oraz wykrywania wybranych genéw opornosci na erytromycyne (ermA i ermB) i
tetracykliny (tetK/L, tetM i tetO) u paciorkowcow.

Drobnoustroje ropotwércze (Streptococcus spp., R. equi, S. aureus) poddane byly opisanej w
rozdziale ocenie zréznicowania genetycznego z wykorzystaniem elektroforezy pulsacyjnej w
zmiennym polu elektrycznym (PFGE).

Autorka przedstawit takze w sposob jasny i rzeczowy sposdb przeprowadzenia analizy

statystycznej uzyskanych wynikow.
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Rozdziat 4. Wyniki.

W dwoéch podrozdziatach Autorka opisuje wyniki uzyskane w badaniach po$wigconych

drobnoustrojom ropotworczym (rozdz. 4.1) i MAC (rozdz. 4.2).

W przypadku bakterii ropotworczych (rozdz. 4.10) izolaty Streptococcus spp. uzyskano z
24.1% weztéw chlonnych natomiast S. aureus i R. equi odpowiednio z 2,5% i 8,5% pobranych
weziow chionnych. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze szczepy bakteryjne wyizolowano zaréwno z
wezléw chlonnych posiadajacych zmiany jak réwniez z tych niezmienionych patologicznie.
Wyizolowane drobnoustroje cechowaly sie dosyé wysoka wrazliwoscia na badane
chemioterapeutyki jednak we wszystkich grupach drobnoustrojéw wykazano réwniez
obecnos¢ (w réznym stopniu i nasileniu) szczepéw opornych na substancje

przeciwbakteryjne.

Badanie pokrewienstwa filogenetycznego wyizolowanych drobnoustrojow dostarcza
ciekawych informacji na temat ich krazenia w $rodowisku. Najbardziej zréznicowane

genetycznie okazaly si¢ szczepy R. equi.

W podrozdziale 4.2 Autorka wykazata czestotliwo§¢  wystepowania  zmian
gruzliczopodobnych w weztach chtonnych $wif na poziomie 0,81%. Ciekawy i istotny z
punktu widzenia zapewnienia bezpieczenstwa jest jednak fakt, ze pratki MAC izolowane byty
nie tylko ze zmienionych wezlow chionnych ale réwniez z tych bez widocznych zmian,

niemniej nasilenie zmian istotnie wplywa na wigkszg szanse obecnosci MAC.

Rozdziat 5. Dyskusja.

Autorka w sposéb zwigzly przedstawila uzyskane w swoich badaniach wyniki poréwnujac je

z danymi literaturowymi.

Rozdzial 6. Wnioski. Na podstawie przeprowadzonych i opisanych badan Autorka
sformulowata 6 trafnych wnioskéw. Wynika z nich, ze dla zapewnienia szeroko pojetego
bezpieczefistwa zywnosci nalezy zwracaé baczng uwage na wystgpujace w obrebie wezlow
chtonnych zmiany. Urzgdowi Lekarze Weterynarii powinni réwniez czesciej podejmowacé sie
podejmowania dodatkowej procedury badania poubojowego zgodnie z art. 24 rozporzadzenia
UE 2019/627.
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Z obowigzku recenzenta pragng zwroci¢ uwage na pewne niedociggnigcia i niejasnosci:

* Rozdziat 3.1 — materiat pobrany od $wif przechowywany byl w temp. -20°C — jak dlugo?
Drobnoustroje w tej temperaturze moga wymieraé, a jak wynika z opisu metodyki, stosowane
byly klasyczne metody hodowlane.

® Rozdziat 3.1.1 — posiewy inkubowano w warunkach mikroaerofilnych — dlaczego, skoro
izolowano bakterie tlenowe?

* Rozdziat 3.1.2. Metoda termiczna pozyskiwania DNA jest wykorzystywana i skuteczna, ale czy
Autorka ma pewnos¢, ze uzyskany material genetyczny nie zawiera zanieczyszczen? Czy byto
oznaczane stezenie DNA?

® Rozdzial 3.2.1. Autorka informuje, ze do badan histopatologicznych przekazano tylko kilka
wybranych weztéw chtonnych. Na jakiej podstawie dokonywano wyboru?

¢ Rozdziat 3.2.2 Wéréd organizméw nalezacych do Mycobacterium avium complex wystepuja tez
takie, ktére do wzrostu na podlozach wymagaja obecnosci czynnika chelatujacego zelazo
(Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis). Czy Autorka wzieta pod uwage mozliwosé

wystepowania tego patogenu?

Wymienione powyzej uwagi i sugestic w zadnym stopniu nie umniejszajg wartosci

merytorycznej pracy.
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Whiosek koncowy

Oceniana praca Pani lek. wet. Anny Kaczmarkowskiej jest oryginalnym opracowaniem
naukowym i moze by¢ przydatna jako przyczynek do dyskusji nad niezbednym zakresem

badania urzedowego zwierzat rzeznych.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani lek. wet. Anny Kaczmarkowskiej pt. ,,Wezly
chfonne s$win Zrédlem bakterii zagrazajacych zdrowiu publicznemu — przestanki do
rozszerzonych badafi poubojowych” spelnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim w obecnie obowigzujacych aktach prawnych ( art. 192 ust. 2, ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce tj. z dnia 10 marca 2023r., Dz. U. z 2023
r. poz. 742, ze zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Weterynaria Szkoty Glownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pani lek. wet. Anny
Kaczmarkowskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora w

dyscyplinie weterynaria.

Oprécz niepodwazalnej wartosci naukowej, praca ta wykazuje takze charakter praktyczny,
wskazujac na potrzebg zrewidowania tendencji do upraszczania badania poubojowego
zwierzat rzeznych w celu zapewnienia bezpieczefistwa zywnoséci. Z tego tez wzgledu
wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa

Wiejskiego w Warszawie o wyréznienie pracy Pani lek. Wet. Anny Kaczmarkowskiej.

Dr hab. Agnieszka Wiszniewska-f.aszczych
Prof, WM
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