O CENA Krakow, 23.03.2018 1.
rozprawy doktorskiej Pani mgr Wioletty Kmieciak

pt. ,,Szczepy grupy Staphylococcus intermedius (SIG) izolowane z
materiatow klinicznych od ludzi i od zwierzat towarzyszacych —
identyfikacja i potencjal chorobotworczy”.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Wioletty
Kmieciak wpisuje si¢ w nurt waznych badan nad identyfikacjg i
chorobotworczoscig ~ drobnoustrojow  towarzyszacych — zwierzetom
domowym i hodowlanym, a wiec tez bliskich cztowiekowi, bedacych
oportunistycznymi  patogenami swoich gospodarzy i czlowieka.
Najwiekszymi problemami wspotczesnej mikrobiologii sg dwa zjawiska o
globalnym charakterze, oba z dyscypliny mikrobiologii medycznej:
rozwijajaca si¢ lekoopornos¢ drobnoustrojow oraz pojawianie si¢
drobnoustrojow o nowych cechach biochemicznych. Zjawiska te maja
szeroki zasieg oraz implikujg szereg trudnosci i wyzwan przed dzisiejsza
mikrobiologig. U ich podstaw znajduje si¢ wiele populacji
drobnoustrojow, a wsrdd nich bakterie wlasciwe z rodzaju Staphylococcus
(gronkowiec) wraz z gatunkiem S. intermedius, ktory jest glownym
bohaterem przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej. Gatunek ten, wraz z
gatunkami S. pseudintermedius i S. delphini tworzy w obrgbie
gronkowcow koagulazo-dodatnich tzw. grupe SIG tych bakterii (SIG -
Staphylococcus intermedius group) i sg przedmiotem zainteresowania
bakteriologow, klinicystow, diagnostykdéw, epidemiologdw i genetykow.

Bakterie gatunku S. intermedius stanowia skladnik biocenozy
fizjologicznej skory i bton Sluzowych zwierzat, gtéwnie psow i kotdw; (sa
tez doniesienia o innych gatunkach zwierzat hodowlanych i dzikich).
Szczepy tego gatunku sg odpowiedzialne za zakazenia zwierzat i coraz
czesciej ludzi. Wyposazone sg w szereg czynnikow chorobotwodrczosci, co
pozwala przetamywaé bariery immunologiczne i powodowaé zakazenia
narzadow glebokich i skéry. Zakazeniom sprzyjaja dodatkowo: rosnacy
odsetek pacjentéw z predyspozycjami, coraz wigksza moda na posiadanie
w domach zwierzat (nawet egzotycznych), a ze strony drobnoustrojow
tatwos$¢ transmisji miedzy réznymi gatunkami gospodarzy, adaptacji, wigc
kolonizacji; stale narastajgca lekoopornos¢, na antybiotyki beta-laktamowe
ponad 90% szczepéw opornych, i zmiany cech biochemicznych, co
powoduje trudnosci w diagnostyce, nawet omijanie identyfikacji
gatunkowej. W wyniku zmian ewolucyjnych w obrebie rodzaju
Staphylococcus, postepu w metodyce badan diagnostycznych oraz analiz
danych ekologicznych i epidemiologicznych tej grupy drobnoustrojow,
w ostatniej dekadzie wyodrebniono nowe gatunki gronkowcow
i wprowadzono zmiany taksonomiczne. Nie mniej jednak, majgc do
czynienia z dynamicznymi zjawiskami, wymagajg one stale nowego
spogladania na systematyke, nieustannego $ledzenia epidemiologii
powodowanych przez nie zakazen 1 racjonalizacji diagnostyki
mikrobiologicznej w zakresie weterynarii oraz medycyny chordb
zakaznych cztowieka.
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Koncepcja badan i cel rozprawy doktorskiej. Dzisiejsza praktyka diagnostyczna notuje
bledy identyfikacyjne, ktore wynikajg z niejednoznacznego wyboru i okreslenia skutecznej
metodyki, ale takze z niedawnej reklasyfikacji gronkowcow koagulazo-dodatnich (do ktorych
nalezy badany przez Doktorantke gatunek S. pseudintermedius). Logicznie wynika z tego
konieczno$¢ precyzyjnego analizowania, potwierdzania (lub eliminowania)i usystematyzo-
wania danych laboratoryjnych. Te aktualng tematyke podejmuje recenzowana dysertacja Pani
mgr Wioletty Kmieciak, doktorantki w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej
i Diagnostyki Mikrobiologicznej Uniw. Medycznego w Lodzi, kierowanym przez Panig Prof.
Eligie M. Szewczyk. Zespot badawczy Pani profesor ma tradycje i wyrdznia si¢ badaniami
w zakresie ekologii i diagnostyki drobnoustrojow, czego wyrazem jest szereg bardzo dobrych
publikacji w periodykach indeksowanych w miedzynarodowych bazach danych.

Oceniana rozprawa doktorska przedstawia badania nad znalezieniem najbardziej
wiarygodnej metody identyfikacji izolatow zwierzgcych 1  ludzkich, wstepnie
zaklasyfikowanych do grupy SIG. Autorka wykorzystata w tym celu kilka metod — zar6wno
metody rutynowe, stosowane w codziennej praktyce diagnostycznej w laboratoriach
medycznych, czyli metody oparte na badaniach cech biochemicznych, ktére zestawila
z zaawansowanymi metodami genetycznymi oraz innowacyjng technika spektrometryczno-
biochemiczng MALDI-TOF. Recenzent wysoko ocenia koncepcje projektu, ambicje i odwage
badawczg Doktorantki jak i przyjetq strategie badan.

Ogolna charakterystyka rozprawy. Rozprawa doktorska mgr W. Kmieciak napisana jest
w jezyku polskim, zgodnie z kanonem przyjetym na uniwersytetach. Z pewnym wyjatkiem
sktada sie z konwencjonalnych czgsci, nieco przekracza typowa objetosé, gdyz liczy az 174
strony. Wspomniany wyjatek stanowi zamieszczony na koncu aneks na 19 stronach,
zawierajacy tylez tabel z danymi izolatéw ludzkich i zwierzgcych (zaréwno dane wyjsciowe
jak i wyniki oryginalnych badan Autorki). Po pierwszym wrazeniu zwigzanym z niewygodg
wertowania pracy podczas czytania, przychodzi czytelnikowi refleksja, ze taki uktad
wyodrebniajgcy liczne tabele w odrebny aneks porzadkuje rozprawe obfitujaca w wiele tabel
i rycin, gdyz niezaleznie od niego, rozdziat Wyniki zawiera tabele 1 ryciny.
Wyodrebnienie zestawu dokumentacji wynikow w Aneksie, jak rowniez objetos¢ pracy sq
akceptowane i usprawiedliwione; wysoka liczba stron calej dysertacji spotyka sie ze
zrozumieniem po skonstatowaniu, ze praca ma charakter interdyscyplinarny, obfituje
w pokazng liczbg metod badawczych i bardzo liczne wyniki, ktére wymagaly precyzyjnego
i systematycznego opracowania, czemu pomaga przedstawienie danych i cech w formie tabel.

Maszynopis poprzedzony jest spisem tresci i wykazem skrotow zwigzkéw chemicznych
i nazw stosowanych w pracy (3 strony). Calo$¢ na 174 stronach, obejmuje kolejno
nastepujgce gléwne czesci: wstep (19 stron), sformutowanie celow pracy (2 strony),
specyfikacje uzytych materiatéw (8 stron), opis zastosowanych metod (18 stron), opis
uzyskanych wynikow i ich omdéwienie (26 stron), dyskusja (34 strony), wnioski (2 strony),
pismiennictwo (266 pozycji na 35 stronach), spisy tabel i rycin (po 2 strony), i aneks (18
stron). Praca zilustrowana jest 26 tabelami, 33 rycinami (w tym 18 tabel w aneksie).
W rozdziale ,,Piémiennictwo” recenzent z satysfakcjg odnajduje trzy publikacje Doktorantki
(bedacej pierwszym autorem), jedng oryginalng w periodyku Current Microbiology i dwie



przegladowe ~w  Postepach  Mikrobiologii ~ (obydwa  tytulty s  indeksowane
w miedzynarodowych bazach danych). Publikacje te dowodza wysokiej wartosci uzyskanych
wynikéw badan jak réwniez umiejetnosci Autorki. Oprocz powyzszych uwag formalnych
recenzent gratuluje Doktorantce, autorce rozprawy, sprawnego rozdysponowania bogatym
oryginalnym materiatem badawczym i zorganizowania redakcji rozprawy.

Ocena poszezegdlnych rozdzialéow. Pierwszy rozdziat — ,,Wstep”, jest bardzo dobrym
wprowadzeniem do dalszych czesci rozprawy i znakomicie integruje trzy wyraznie
zarysowane obszary badan. Autorka opisuje: i) bakterie gat. Staphylococcus pseudintermedius
z grupy SIG, kolonizacje, potencjal chorobotwoérczy, patogennosé, lekoopornosé i inne cechy;
ii) transmisje miedzy r6znymi gatunkami gospodarza, kolonizacje i ewolucje drobnoustrojow;
iii) mechanizmy przetamywania barier miedzygatunkowych 1 wyjasnia, dlaczego
drobnoustroje zwierzece powodujg zakazenia ludzi ? Autorka pisze o trudno$ciach
identyfikacyjnych bakterii, uzasadnia potrzebe reklasyfikacji taksonomii i aktualizacje
klasyfikacji. Powoluje sie przy tym na najnowsze doniesienia literaturowe i do$wiadczenia
zespotu badawczego w Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej i Diagnostyki
Mikrobiologicznej, Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, w ktérym realizowata badania. Ta
cze$é wstepu, po poglebieniu i rozbudowaniu, nadaje si¢ do przygotowanie bardzo dobrej
pracy przegladowej. W dalszej ciggu nastgpuje przeglad metod badawczych, klasycznych jak
i zaawansowanych genetycznych i desorpcji laserowej (spektrometryczna MALDI-TOF).
Recenzent nie znalazt informacji o rdznicach w budowie i fizjologii skory gatunkow
gospodarzy, miedzy ktdrymi zachodzi transmisja drobnoustrojéw, a takze o najczescie]
kolonizowanych obszarach skéry cztowieka (gdyz nie tylko blony sluzowe przedsionka nosa
czlowieka sg celem kolonizacji gronkowcami, publikacje zespolu Kloosa i Schleifera,
i pozniejsze). O rozmowe na ten temat recenzent poprosi Doktorantke podczas obrony.

Przy czytaniu ,,Wstepu” uwage zwraca duza znajomos¢ praktyki laboratoryjnej u Autorki,
ktéra bardzo dobrze zna opisywane zjawiska. Rozdzial napisany jest zwiezle, syntetycznie,
lekkim jezykiem, jednoczesnie rzetelnie i wyczerpujaco, bez zbednych opiséw przypadkoéw
czy komentarzy. Jednoczes$nie autorka zwrocita uwage na trudnosci w identyfikacji bakterii
wynikajgce z metodyki, ktéra nie zapewnia roznicowania powaznej liczby taksonow, a nawet
w przypadkach pojedynczych izolatdw nie jest wystarczajaca, a c6z dopiero w przypadkach
drobnoustrojéw nietypowych, rzadziej spotykanych, lub migrujacych w S$rodowisku
i demonstrujgcych zmiany fenotypowe wyptywajace z ekspresji badZ supresji gendéw
kodujgcych wazne markery. Tak wigc sformutowane w kolejnym rozdziale cele pracy sg
racjonalne, logiczne i nie budzq waqtpliwosci pod wzgledem przestanek. Zostaly zwigZle
i jasno przedstawione.

Cel badan. Celem badan opisanych w rozprawie doktorskiej mgr Wioletty Kmieciak byto
poznanie potencjalu chorobotwoérczego badanych izolatdw bakteryjnych na poziomie
fenotypowym z zastosowanie testow biochemicznych (profilu enzymatycznego i wybranych
toksyn) oraz na poziomie genetycznym, z wykorzystaniem starterow zar6wno
rekomendowanych przez innych autoréw, jak tez nowych starteréw, zaprojektowanych przez
Doktorantke, ktéra poszukiwata tymi metodami cech wplywajacych na zdolnosci
kolonizowania i cech pelnigcych wazne role w patogenezie i w mechanizmach zakazef



gronkowcowych. Do przyjetych zadan Doktorantka wilaczyta takze ocene stopnia
rozprzestrzeniania lekoopornosci wsréd badanych izolatow w celu poznania mozliwosci
skutecznej terapii infekcji powodowanych przez te bakterie. Waznym celem jest tez
uchwycenie zmian ewolucyjnych szczepéw zwierzgcych przeksztatcajacych si¢ w patogeny
cztowieka. Sa to ambitnie przyjete cele plasujace si¢ w szeroko pojetej diagnostyce
mikrobiologicznej oportunistycznych patogendw, bakterii grupy SIG. Cele te taczg trudng
problematyke okreslania ich pozycji gatunkowej réznymi metodami pod wzgledem tzw.
poziomu technologicznego. Badania tego typu sa wielce pozadane gdyz przynoszg nowg
wiedze o gatunku S. pseudintermedius i przyczyniaja si¢ do racjonalizacji diagnostyki,
podniesienia efektywnosci terapii oraz uporzadkowania wiedzy o tym malo poznanym
gatunku bakterii. Cele badan ogdlny i szczegétowe rozprawy zostaly przedstawione
w syntetycznej formie wyczerpujgco. Recenzent ocenia bardzo dobrze ten rozdzial rozprawy.

Materialy i metody zastosowane w pracy zostaly opisane zgodnie z uniwersyteckimi
standardami i zasadniczo w spos6b wystarczajacy, aby czytelnik mogt oceni¢ prawidlowosé
eksperymentéw 1 wypracowaé wiasny poglad na temat wartosci naukowej uzyskanych
wynikow. W tym miejscu recenzent zatrzymuje si¢ nad kilkoma praktycznymi kwestiami.
Material badawczy. Kolekcja badanych izolatéw bakteryjnych zostala zlozona bardzo
dobrze, zarowno pod wzgledem liczby (61 szczepéw) jak i pochodzenia ich (szczepy
referencyjne z miedzynarodowych kolekcji i szeczepy z wilasnej kolekcji Zaktadu
Mikrobiologii Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej), pochodzace z zakazen
pacjentdw i zwierzat, co odpowiada zatozeniom projektu, majacego za cel identyfikacje,
charakterystyke biochemiczng i genetyczna, analizy grupowe szczepdw, 1 potencjatu
chorobotworczego, a nie dochodzenia epidemiologiczne czy analizy ekologiczne. Pewien
niedosyt powoduje brak informacji o losach izolatéw od chwili pobrania materiatu od
pacjenta do wykonania pierwszego testu; o sposobie ich bankowania, warunkach
przechowywania, liczbach przebytych pasazy, ete.
Dobdr uzytych szczepdéw, dzikich i wzorcowych, jak réwniez ich liczby sq prawidlowe.
Metody. W rozdziale tym Doktorantka opisata szczegétowo stosowane przez siebie metody
badawcze: klasyczne — fenotypowe (hodowlane, biochemiczne, enzymatyczne) i zaawanso-
wane metody molekularne — spektrometryczng metodg¢ MALDI-TOF i genetyczne, typowanie
kaset genetycznych SCCmec i taficuchowej reakcji polimerazy (PCR) — Multiplex PCR.
Zastosowala cztery programy komputerowe na réznych etapach projektu. Dowodzi to bardzo
dobrego opanowania warsztatu badan. Zastosowane metody opisano precyzyjnie; dobrano je
wlasciwie do realizacji zalozonych celéw badawczych.

Wyniki. Obszerng cze$é pracy zajmuje rozdziat ,,Wyniki” poswigcony przedstawieniu
uzyskanych rezultatow badan (27 stron). Autorka uzyskata duzo oryginalnych wynikow, ktore
sprawnie zaprezentowata dzielac ten rozdzial na szereg podrozdziatéw, a dodatkowo
ilustrowanych 26 tabelami oraz 15 barwnymi rycinami i fotografiami zeli z rozdziatami
elektroforetycznymi i testow biochemicznych. Spisy tabel i rycin (str. 155-157) porzadkuja
i ulatwiajg czytelnikowi poruszanie si¢ w tym obszernym materiale. Czgs¢ wynikdéw
przedstawionych w dodatkowych 18 tabelach Autorka umiescita w Aneksie, stanowigcym



autonomiczng czes$¢ rozprawy, co recenzent ocenia pozytywnie. Najwazniejsze z uzyskanych
wynikow:

1. Poznanie bogatego pangenomu gatunku Staphylococcus pseudintermedius; odkrycie
szeregu nowych cech szczepow tego gatunku, w tym cech o podstawowym znaczeniu
w zjawiskach kolonizowania tkanek gospodarza.

2. Samodzielne skonstruowanie starterow reakcji PCR w badaniach toksynotworczosci
izolatéw i rozpoznanie obecnosci gendéw kodujacych wazne toksyny. Jest pierwszym
badaczem, ktéry wykryl gen sec w izolatach S. pseudintermedius (u 8%).

3. Rozpoznanie profilu lekoopornosci przedstawicieli tego gatunku co pozwala na
skuteczne leczenie zakazen powodowanych przez S. pseudintermedius u ludzi,
a jednoczes$nie zagrozenia z powodu wystepujacej lekoopornosci wsroéd szczepow
zwierzecych.

4. Uzyskanie dowoddéw przemian genetycznych i fenotypowych w obrebie gatunku
S. pseudintermedius powiekszajacych jego potencjal patogenny wzgledem czlowieka.

5. Uzyskanie podstaw do zmiany strategii diagnostycznej w kierunku uwzglednienia
prawdopodobienstwa przynaleznosci izolatéow, zwierzecych i ludzkich, do poziomu
grupy SIG a nie wyltgcznie do gatunku S. intermedius.

6. Z powoddéw stwierdzenia braku obecnosci unikatowych biomarkeréw biochemicznych
i jednoczesnie nieprzydatno$ci zaawansowanej metody MALDI-TOF w identyfikacji
szczepow gatunku S. pseudintermedius, zaproponowanie dwustopniowej procedury
identyfikacyjnej (przez oznaczanie genu nuc wg. Sasaki i wsp. 1 potwierdzenie
w oparciu o startery genu hlb zaproponowane przez Autorke).

Dyskusja. Biorgc pod uwage duzo uzyskanych przez Doktorantke wynikéw, o wysokiej
wartosci poznawczej, kolejny rozdzial — ,,Dyskusja” wymagat szczegdlnej dyscypliny
i logiki. Doktorantka wywigzala si¢ sprawnie z tego wyzwania. Krytycznie skomentowata
swoje osiggniecia odnoszgc sie do wiedzy i wynikéw innych autoréw, sformutowata
syntetycznie kilka tez. Przy lekturze tego rozdziatu recenzent zwraca uwage na kilka
bardzo dobrze komentowanych zagadnien. Oceniana praca przyniosta szereg nowych,
dotad niepublikowanych obserwacji dotyczacych cech zwigzanych z chorobotworczoscig
opisywanego gatunku. Autorka znalazta szczepy S. pseudintermedius stanowigce dowody
zmian tego gatunku wzmacniajacych jego potencjal patogenny dla cztowieka. Jest to
dowdd na szybko zachodzgce przemiany, ktére koncza si¢ pojawieniem nowych
patogenow czlowieka w postaci klinicznych koagulazododatnich gronkowcow gatunku
S. pseudintermedius. Jest tu rozwiniecie opisu tych bakterii na etapie ich przeksztatcania,
z patogendw zwierzecych na ludzkie, czyli zmian ewolucyjnych uwarunkowanych
wieloma czynnikami, opisanymi w tym rozdziale.

Rozdzial ,,Wnioski” podsumowuje w zwiezly sposob wyniki uzyskane przez
Doktorantke i jest zdaniem recenzenta uzytecznym zwieniczeniem rozprawy. Jest to
siedem rozbudowanych konkluzji wynikajacych z osiggnigtych wynikdw.

Rozdzial ,,PiSmiennictwo” obejmuje 266 oryginalnych pozycji na 35 stronach. Jest to
dowdd bardzo dobrego przygotowania Doktorantki do przeprowadzonych badan.



Ocena strony jezykowej i edytorskiej. Oceniana praca zostala przygotowana bardzo
starannie. Tekst zostal napisany przejrzystym i zwigztym jezykiem, zdania sa pelne
i zr6wnowazone. Czytanie pracy budzi zainteresowanie czytelnika. Jednak szczegoélowa
analiza wykazala szereg uchybien, jak: i) liczebniki porzadkowe stron powinny zaczyna¢
sie od ,,Wstepu” a nie od strony tytutowej; ii) zjawiska i wielkosci policzalne okresla si¢
stowem ,,liczba” a nie ,,ilo$é”, na str. 41, 82, 86 i in.; iii) ocena poje¢ jak ,,odsetek”, nie
,mniejszy” lecz ,, nizszy” lub ,wyzszy”; ,,ilo$¢” nie ,wigksza” lecz ,,wyzsza” lub
,hizsza”; iv) aktywnos$¢ nie ,staba” lecz ,niska”; v) ryzyko co$ ,,podnosi” a nie
,,zwieksza”; vi) pojecia zargonowe, jak ,,parazyty” na str. 85 i ,,stworzenie” na str. 30. Sg
to jednak drobiazgi; w calej pracy nie natrafiono na ani jeden blad stylistyczny czy
ortograficzny.

Podsumowanie. Niniejszym recenzent stwierdza, ze rozprawa doktorska Pani mgr
Wioletty Kmieciak zostal wykonana i zredagowana zgodnie z przyjetym kanonem
uniwersyteckim i spetnia wszystkie wymagania formalne ustawy o stopniach naukowych
i tytule naukowym. Oceniana rozprawa przedstawia duzo oryginalnych wynikéw badan
eksperymentalnych i analiz komputerowych zrealizowanych w oparciu o odwazng
koncepcje. Doktorantka stosowata metody badawcze zaréwno klasyczne, zweryfikowane
w diugoletniej praktyce diagnostycznej, jak i metody zaawansowane, ktére w duzej
mierze s3 nowoscig naukows i wnoszg powazny wklad w zrozumienie badanych zjawisk.
Recenzent wysoko ocenia inwencje Doktorantki dotyczace koncepcji projektu, analiz
molekularnych izolatow ze szczegdlnym uwzglednieniem projektowania oryginalnych
starterdw, analiz in silico, gruntownej ,,Dyskusji” jak i wyciagnigcia wnioskow
koAcowych. Rozprawa zostatla przygotowana niemal wzorowo. Spelnione sa rowniez
formalne wymogi ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. z 2003 nr 65, poz. 595
z pdzniejszymi zmianami). Recenzent z satysfakcja wnosi do Wysokiej Rady
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie
Pani mgr Wioletty Kmieciak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Whiosek o wyréznienie pracy doktorskie

Wyniki badai uzyskane przez Doktorantke majg duze znaczenie w poszukiwaniach
mechanizméw chorobotworczosci bakterii bedgcych oportunistycznymi patogenami
z gatunku Staphylococcus pseudintermedius. Kompletne opisanie tego gatunku, jego cech
fenotypowych i genetycznych, zbadanych kilkoma standardowymi i zaawansowanymi
metodami oraz dodatkowe analizy informatyczne, budza wysokie uznanie recenzenta.
Wykazane umiejetnosci doktorantki, Jej wiedza i dorobek, potwierdzaja kompetencje
naukowe na bardzo wysokim poziomie, co w pelni uzasadnia wniosek o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej przez Wysoka Rade Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi.
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