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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. wet. Sylwii Budniak

pt. ,,Fenotypowa i genotypowa charakterystyka szczepéw Pasteurella multocida

wyizolowanych od krélikéw w Polsce”

wykonanej pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Krzysztofa Szulowskiego (promotor)
oraz dr Agnieszki Kedrak-Jablonskiej (promotor pomocniczy).

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Komisji
Doktorskiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach prof. dr hab. Dariusza Bednarka z dnia 09.01.2024 r. (BRN-
4200/1/24), zgodnie z uchwalg Rady Naukowej PIWet-PIB w Putawach z dnia 30.11.2011 r. w

sprawie powolania na recenzenta rozprawy.

Polska nalezy do gtéwnych producentéw i eksporteréw miegsa kroliczego w Unii
Europejskiej. Mozliwosci eksportowe stymuluja tworzenie ferm towarowych, natomiast
podkreslane walory dietetyczne i prozdrowotne tego migsa mogg zmieni¢ utrzymujacg sig
tendencje niskiego jego spozycia w Polsce. Chow wielkotowarowy stwarza jednak pewne
zagrozenia dla zdrowia tych zwierzat zwiazane gtéwnie z chorobami zakaznymi i inwazyjnymi.
Wzrost zainteresowania krolikami jako zwierzetami towarzyszacymi stwarza tez zagrozenie
dla zdrowia publicznego. Dlatego niezbedna jest stata kontrola stanu zdrowia tej populacji,
dotyczaca zaréwno oceny wystepowania waznych z punktu widzenia epizootycznego i
ekonomicznego chordb lub zakazen, jak i doskonalenia metod diagnostycznych zmierzajacych
do szybkiego i pewnego ich wykrywania celem zastosowania wiasciwych metod leczenia,

zwalczania i zapobiegania. Patogenem, ktory stanowi zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat,



w tym krélikéw, moggcym réwniez spowodowacé znaczace straty ekonomiczne jest Pasteurella
(P) multocida. Dlatego podjecie przez doktorantke tego tematu, z uwagi na dotychczasowy
brak kompleksowych badan dotyczacych zakazen P. multocida w krajowej populacji krélikow,
nalezy uznaé za wiasciwe i aktualne, o duzym znaczeniu, zar6wno poznawczym, jak i

aplikacyjnym.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska liczy 126 stron wydruku komputerowego
i ma uktad typowy dla tego typu opracowan, obejmujacy: Wstep, Cel badan, Material i metody,
Wyniki, Dyskusje, Wnioski, Streszczenia w jezykach polskim i angielskim, Bibliografi¢ oraz
Spis tabel, rycin i fotografii. Wstep zostal poprzedzony oswiadczeniami promotora i autora
rozprawy doktorskiej oraz wykazem uzywanych w tek$cie skr6tow i oznaczen. Dokumentacje

stanowi 28 tabel, 18 rycin oraz 20 fotografii, wkomponowanych w tekst rozprawy.

W liczacym 17 stron wstepie, podzielonym na 7 podrozdziatow, doktorantka omowita
krotko systematyke i wiasciwosci rodzaju Pasteurella, ze szczegdlnym uwzglednieniem
gatunku Pasteurella mulfocida. Nastepnie scharakteryzowata szczegélowo etiologie 1
patogeneze, zrédta zakazenia, objawy kliniczne i zmiany anatomopatologiczne,
rozpoznawanie, leczenie i zapobieganie pasterelozy krolikow oraz pasterelozg jako zoonozg.
Nalezato wyrazniej zaakcentowaé, ze chodzi o pastereloze, a nie np. o zapalenie nosa
przedstawione w Tab. 1. W tytule tej tabeli powinno by¢ okreslenie ,,Choroby™, a nie ,,Zespoty
chorobowe”, ktére sa polietiologiczne, np. PRDC, czy BRDC, w etiologii ktérych tez wystgpuje
P. multocida. Tytul pracy Wilkie i wsp., 2012 (poz. 53) takze dotyczy chordb, a nie zespotow
chorobowych. W mojej ocenie wstep stabo koresponduje z tytulem rozprawy. Nalezato

rozbudowaé elementy dotyczace samego drobnoustroju, a znacznie ograniczy¢ opis choroby.

Cel gtéwny rozprawy zostal jasno sformutowany i dotyczyl klasyfikacji i oceny
pokrewienstwa terenowych szczepoéw P. multocida pochodzacych od krélikow w Polsce oraz
usprawnienia metod ich identyfikacji. Cele szczegétowe obejmowaty okreslenie wlasciwosci
biochemicznych i przynaleznosci serotypow, charakterystyke biatek btony zewnetrznej, oceng
ich pokrewienstwa poprzez analiz¢ chromosomalnego DNA, opracowanie metod wykrywania
genu foxA oraz usprawnienie metod identyfikacji szczepéw metodami multiplex PCR i

MALDI-TOF MS.

W rozdziale ,Material i metody”, liczacym 20 stron, doktorantka bardzo szczegétowo
scharakteryzowala zastosowane procedury badawcze. Opisowo, na rycinach i w tabelach

przedstawiono material badawczy w postaci szczepéw P. multocida, ich pozyskiwanie, izolacj¢



i przechowywanie, metodyke charakterystyki fenotypowej, serotypizacji, rozdziatu biatek
blony zewnetrznej, okre$lania antygendéw otoczkowych, wykrywania dermonekrotoksyny oraz

identyfikacji szczepow.

Prébki do badan pobierano od 350 krolikéw, réznych ras, obu pici, z 4 ferm
wielkotowarowych oraz wielu hodowli prywatnych zlokalizowanych w réznych regionach
Polski. W badaniach laboratoryjnych wykorzystano 115 szczepéw P. multocida wyizolowanych
w latach 1999-2020 od krélikéw trzech grup — chorych (73 szczepy), klinicznie zdrowych (14
szczepow) i padtych (28 szczepow). Kolejnych 15 szczepow stanowily szczepy wzorcowe — 9
- P multocida typy A, B, D, F, 2 — Staphylococcus aureus i po jednym — Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium i Klebsiella pneumoniae. Rozdziat ten koficzy opis

kryteriéw oceny przydatnosci systeméw typowania oraz metod analizy statystycznej.

Obszemy, liczacy 30 stron, rozdziat ,, Wyniki” obejmuje opisows i graficzng prezentacje
uzyskanych wynikéw badaf. Przedstawiono wyniki charakterystyki cech fenotypowych
szczepdw, w tym oceny morfologicznej i mikroskopowej, analizy cech biochemicznych,
klasyfikacji podtypowej, okreslania serotypow poprzez ocene grupy otoczkowej i antygenow
somatycznych oraz analizy profili elektroforetycznych biatek blony zewnetrznej. Nastgpnie
zaprezentowano wyniki charakterystyki genotypowej szczepéw, w tym analizy restrykcyjnej
genomowego DNA, identyfikacji gatunkowej oraz okreslania antygendéw otoczkowych
szczepéw metodami molekularnymi — PCR i multiplex PCR. Dalej przedstawiono wyniki
wykrywania dermonekrotoksyny P. multocida testem ELISA oraz genu foxA i identyfikacji
gatunkowej metodami PCR i real-time PCR. Rozdziat ten konczy opis wynikéw identyfikacji
szczepéw metodg spektrofotometrii mas (MALDI-TOF MS) oraz oceny przydatnosci
system6w typowania. Opis wynikow zostat udokumentowany w postaci 8 tabel, 17 rycini 19

fotografii.

Rozdziat ,,Dyskusja”, liczacy 22 strony, stanowi, w oparciu o bardzo liczne pozycje
pismiennictwa, prébg zaréwno analitycznej, jak i krytycznej oceny wynikdéw uzyskanych w
badaniach wtasnych, w konfrontacji z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw. Rozdziat
ten stanowi takze pewne podsumowanie przeprowadzonych badan w kontekscie ich wartosci
naukowej, jak i aplikacyjnej, stuzacej poszerzeniu wiedzy w zakresie wystgpowania i
charakterystyki szczepéw P. multocida stwierdzanych w populacji krélikéw w Polsce w latach
1999-2020, jak réwniez usprawnienia metod wykrywania, identyfikacji i oceny wiasciwosci

krajowych szczepdéw P. multocida. Stanowi on jednoczes$nie dowédd dobrej znajomosci przez



doktorantke badanej problematyki oraz umiejetnosci doboru odpowiednich pozycji

pisSmiennictwa.

Rozprawe konczy 6 syntetycznych wnioskow, z ktérych niektére sa nawet zbyt
syntetyczne, wskazujgcych generalnie na osiagnigcie zaplanowanych celéw badawczych. Po
wnioskach zamieszczono dwa streszczenia — w jezykach polskim i angielskim, dobrze
charakteryzujace wykonane badania oraz bardzo obszerny wykaz 327 pozycji piSmiennictwa

krajowego i zagranicznego.

Badania przeprowadzone przez doktorantke w ramach recenzowanej rozprawy, bardzo
réznorodne, praco- i czasochlonne, umozliwily uzyskanie szeregu interesujacych i
oryginalnych wynikéw, ktére w znaczacym stopniu poszerzyly dotychczasowg wiedzeg
dotyczaca wystepowania zakazen P. multocida w krajowej populacji krélikéw w ostatnich 20
latach, charakterystyki fenotypowej i genotypowej szczepéw oraz umozliwily usprawnienie
metod identyfikacyjnych i diagnostycznych. Nalezy podkresli¢, ze zashugg doktorantki jest
podjecie badan dotychczas w Polsce nie wykonywanych w tym wymiarze w populacji
krolikéw, zatem mozna je uznaé za oryginalne, a uzyskane wyniki za wartosciowe w znaczeniu
poznawczym i praktycznym, zaréwno dla pracownikoéw naukowych, jak i lekarzy weterynarii
sprawujacych opieke nad tym gatunkiem zwierzat oraz pracownikow laboratoryjnych, takze w

aspekcie zdrowia publicznego.

Ocena wlasciwosci fenotypowych, umozliwiajacych klasyfikacje terenowych szczepow
P. multocida wykazala, ze gros szczepoéw wyizolowanych od krolikéw krajowej populacji w
latach 1999-2020 nalezata do dwéch podgatunkéw - P. multocida subsp. multocida ornityno- i
P. multocida subsp. multocida oraz serotypow A:3 i A:12. Stwierdzono, ze szczepy P. multocida
wyizolowane od krélikow sa mocno zréznicowane w zakresie profili elektroforetycznych
bialek blony zewnetrznej, jak réwniez na poziomie genotypowym. Istotne dla diagnostyki
zakazen bylo wykazanie, ze metoda multiplex PCR stanowi dobra, szybka alternatywe dla
konwencjonalnych metod identyfikacji gatunkowej i serologicznych metod typowania otoczek
P. multocida. Ponadto wykazano, ze do wykrywania genu fox4 skuteczne okazaly si¢ jedynie
metody molekularne — PCR i real-time PCR, a metoda MALDI-TOF MS stanowi dobre
narzedzie do usprawnienia identyfikacji gatunkowej P. multocida i moze stanowi€ alternatywe

dla metod fenotypowych i genetycznych.



Recenzowana rozprawa, z uwagi na wazng poznawczo i aplikacyjnie tematyke

badawcza, wnosi nowe elementy do nauki i praktyki lekarsko-weterynaryjnej oraz poszerza

dotychczasowa wiedze z tego zakresu, zostata wykonana metodycznie poprawnie, zgodnie z

przyjetymi celami i zalozeniami badawczymi, na duzym materiale, z zastosowaniem

réznorodnych - konwencjonalnych i nowoczesnych metod i technik badawczych. Rozprawa ta

moze stanowié cenne zrodlo wiedzy dla terenowych lekarzy weterynarii, stuzacej poprawie

programéw zapobiegania i zwalczania pasterelozy krolikow, dla pracownikéw nauki oraz

pracownikéw réznego typu laboratoriéw zajmujacych si¢ diagnostyka zakazen P. multocida.

Szczegdtowa analiza rozprawy ujawnita jednak pewne niedociagniecia, réwniez takie o

charakterze dyskusyjnym, ktdre z pozycji recenzenta zobowigzany jestem przedstawic:

1.

W tekscie pracy uzywane sa pojgcia ,,izolat” oraz ,,szczep” i mozna odnies¢ wrazenie, ze s3
one uzywane zamiennie. Prosze o wyjasnienie, jak doktorantka traktuje te pojecia i czy takie
ich uzywanie np. w Celach badan jest zamierzone.

str. 20 — wyjasnienia i przeredagowania wymaga zdanie ,,W leczeniu pasterelozy niezbgdne
jest wyeliminowanie zwierzat, ktore sg podejrzane o chorobg™.

str. 28 — podano, ze pierwszg grupe stanowily szczepy izolowane od krélikéw z objawami
chorobowymi dotyczgcymi ukiadu oddechowego (73 szczepy) lub bedacych
bezobjawowymi nosicielami (14 szczepdéw). Prosz¢ podaé kryteria kwalifikacji zwierzat
jako bezobjawowych nosicieli. Wystepuje niezgodno$¢ danych w tekscie i w Tab. 3. W
tekscie podano, ze 73 szczepy wyizolowano od krolikow chorych, natomiast w Tab. 3 ze 14.
Podobnie w tekscie podano, ze 14 szczepdw pochodzi od zwierzat klinicznie zdrowych, a z
Tab. 3 wynika, ze 73.

Doktorantka cytujgc w tekscie pozycje pismiennictwa po nazwiskach autoréw podaje rok
publikacji i w nawiasie numer pozycji. Mozna przyjaé takie zaloZzenie, ale zwykle rok
publikacji nie jest podawany.

Wykaz skrétéw na poczatku rozprawy zawiera ich wyjasnienie, dlatego nie ma potrzeby ich
ponownego ttumaczenia w tekscie pracy.

W réznych miejscach tekstu podano zamiennie tempo wirowania probek — jako obr./min.
lub g — nalezy to ujednolicic.

Naryc. 2, 8, 13 wystepuja niezgodnosci liczbowe z tekstem.

str. 75 — wyjasnienia wymaga okreslenie ,,wspolczynnik score”. Score oznacza pewng
wartos$é liczbowa charakteryzujgcg jakas ceche np. natezenie objawow klinicznych — clinical

score€.



9. Sugeruje przeredagowanie wnioskéw 1 i 2. W pierwszym nalezaloby zmieni¢ okreslenie
,,prawie wszystkie”, w drugim doprecyzowa¢ okreslenie ,,wigkszo$¢” oraz podaé, ze chodzi
o izolaty P. multocida nalezace do serotypow A:3 i A:12 (liczba mnoga).

10. Sugeruje rowniez zmiane lub ujednolicenie niektorych pojec lub okreslen:
- str. 12 i inne — ,,infekcja” na ,,zakazenie”

- str. 15 — , Staly rezerwuar pasterelozy” na ,,Staly rezerwuar P. multocida”, poniewaz
rezerwuar dotyczy zarazka, nie choroby

- str. 17 — ,,odsetek poczec’ na ,,odsetek zaptodnien”
- str. 17 — ,,blona §luzowa jest przerosta” na ,,blona §luzowa ulega przerostowi”

- str. 17 — ,,wybroczyny na blonach §luzowych i surowiczych” na ,,wybroczyny w blonach
$luzowych i pod blonami surowiczymi”

- str. 20 — ,,antybiotykoodpornos¢” na ,,antybiotykoopornos¢”

- str. 23 — ,,wakcynacja” na ,,szczepienie”

- str. 23 — ,,ukgszenie” na ,,ugryzienie”

- str. 39 i inne - ,,reakcja PCR” na ,,PCR” poniewaz R w skrécie PCR oznacza reakcj¢
- str. 89 — w przypadku $win przy zzzn nastepuje skrocenie ryja, nie pyska

- str. 90 — ,,utrata wagi” na ,,utrata masy ciala”

- str. 96 — ,molekularne podstawy patogenezy P. multocida” na ,,molekularne podstawy
patogenezy pasterelozy” — patogeneza dotyczy choroby nie zarazka

- ujednolici¢ okreslenia ,,primer” i ,starter” oraz ,test PCR”, ,,metoda PCR” i ,technika
PCR”

- zwréci¢ uwage na skroty czasopism — poz. 18, 30, 79, 90, 202, 238, 302, 309
11. Na str. 83, 86, 90 wystepuja niezgodnosci oznaczen liczbowych pozycji pismiennictwa z

wykazem. Ponadto brak w tekscie pozycji od 226 do 229 i 237.

Wyszczegdlnione uwagi o charakterze krytycznym, porzadkowym oraz polemicznym
sg przedstawione doktorantce pod rozwagg, natomiast nie umniejszaja wartosci recenzowanej

rozprawy i nie wplywajg w sposob istotny na jej pozytywna oceng.



We wniosku koncowym stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,,Fenotypowa 1
genotypowa charakterystyka szczepdw Pasteurella multocida wyizolowanych od krolikow w
Polsce” odpowiada warunkom okreslonym w Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pozi. zm.), dlatego przedktadam
Komisji Doktorskiej Rady Naukowej PIWet-PIB w Putawach wniosek o dopuszczenie lek. wet.
Sylwii Budniak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




