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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek wet. Aleksandry Troscianczyk pt.” Enterococcus spp. izolowane od

zwierzat towarzyszacych jako potencjalne zrodto zagrozenia zdrowia publicznego™.

Podstawa do sporzadzenia recenzji jest wniosek Dziekana Wydzialu Medycyny

Weterynaryjnej UP w Lublinie z dnia 04. 05. 2018.

Bakterie z rodzaju Enterococcus, zwane dawniej paciorkowcami katowymi, stanowig
duza (ponad 50 gatunkow) grupe Gram-dodatnich ziarniakow wystepujacych jako komensale
w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat. Drobnoustroje te nalezg do mikroorganizmow
oportunistycznych, zdolnych do wywolywania zakazen w przypadku upos$ledzenia
miejscowych mechanizméw obronnych powierzchni ciata oraz w warunkach immunosupresji.
Szczegblna rola patogenna tych bakterii wigze si¢ z powodowaniem przez nie infekcji
szpitalnych u ludzi, a problem ten jest dodatkowo komplikowany przez stosunkowo wysoki
wskaznik antybiotykoopornosci tej grupy mikroorganizméw. Enterokoki wykazujg np.
naturalng oporno$¢ na np. cefalosporyny, sulfametoksazol z trimetoprimem czy tzw. niskie
stezenia aminoglikozydow. Oprocz tego, u omawianej grupy drobnoustrojow obserwuje si¢
czesto opornos¢é nabyta, spowodowang uzyskaniem przez poszczegdlne szczepy bakteryjne
okreslonych gendéw zlokalizowanych na mobilnych elementach genomu (plazmidach i
transpozonach). Wykazano, ze gatunki enterokokéw mogg r6zni¢ si¢ od siebie pod wzgledem
posiadanych mechanizméw antybiotykoopornosci, co powoduje konieczno$¢ doktadnej
identyfikacji gatunkowej izolatow klinicznych.

Od dawna wiadomo, ze enterokoki pochodzace u zwierzat gospodarskich (bydta,
swin, drobiu) moga stanowié¢ zagrozenie dla zdrowia konsumentow migsa, mleka czy jaj.
Stosowane w przesztosci antybiotykowe dodatki paszowe, a takze terapia zwierzat przy
uzyciu tych samych chemioterapeutykow, ktore wykorzystuje sie w leczeniu zakazen u
cztowieka, spowodowaly, ze produkty spozywcze zwierzecego pochodzenia mogg by¢
zrédlem drobnoustrojoéw opornych na wiele grup zwigzkow przeciwbakteryjnych. Natomiast
do tej pory nie zwracano wigkszej uwagi na role zwierzgt towarzyszacych, zwlaszcza psow i

kotow, w transmisji wieloopornych szczepow Enterococcus na czlowieka. Jest to problem
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tym powazniejszy, ze kontakt tych zwierzat z ludzmi stal sie bardziej Scisty, a ponadto, w
przeciwienstwie do  produktow  spozywczych, poddawanych  zwykle  kontroli
mikrobiologicznej,  praktycznie niemozliwy jest staly monitoring  zagrozenia
epidemiologicznego ze strony zwierzat towarzyszacych. Dlatego tez podjecie przez
Doktorantke badan dotyczacych potencjalnego ryzyka dla zdrowia publicznego, zwigzanego z
transmisjg bakterii z rodzaju Enterococcus od pséw i kotow, uwazam za trafne i celowe.
Nalezy takze podkresli¢, ze recenzowana praca w sposob logiczny i konsekwentny uzupetnia
wczesniejsze badania Zakladu Mikrobiologii Weterynaryjnej UP w Lublinie nad bakteriami z
rodzaju Enterococcus izolowanymi od zwierzat gospodarskich ($winie, drob) oraz od zwierzat
dzikich, przez co uzyskujemy pelny obraz roli epidemiologicznej zwierzat — jako nosicieli
enterokokdéw — na terenie Polski.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje 227 stron tekstu, a jej uktad jest
zgodny z ogolnie przyjetymi wymogami redakcyjnymi. W rozprawie wyrdzniono gtdowne
rozdzialy: Wstep, Cele pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz
zawierajace 314 pozycji Pismiennictwo. Tekst pracy uzupelniajg streszczenia w jezyku
polskim 1 angielskim oraz Suplement bedacy wykazem badanych izolatow Enterococcus sp. z
podaniem wykazanych u nich gendéw wirulencji oraz opornosci na chemioterapeutyki.
Rozprawa, opatrzona licznymi rycinami i tabelami, zostata napisana z duzym rozmachem i w
poprawnym stylu, chociaz zawiera tez dos$¢ liczne bledy jezykowe i terminologiczne (p.
nizej). We wstepie Autorka przedstawia ogdlng charakterystyke rodzaju Enterococcus, a
takze szczegélowo omawia opisane u tej grupy bakterii mechanizmy antybiotykoopornosci
oraz czynniki zjadliwosci. Rozdzial ten, napisany w sposéb przejrzysty i komunikatywny,
dowodzi bardzo dobrej znajomos$ci przez Doktorantke zagadnien dotyczgcych znaczenia
klinicznego, diagnostyki mikrobiologicznej oraz problemu opornosci (w tym
wielolekoopornosci) enterokokow. Zawarta w tytule rozprawy teza o potencjalnym
zagrozeniu dla zdrowia cztowieka ze strony enterokokow izolowanych od zwierzat
towarzyszgcych, znalazla swe odzwierciedlenie w sformulowanych przez Autorke celach
badawczych. Glowne z nich to okreslenie czestosci wystepowania u pséw i kotow
najwazniejszych z epidemiologicznego punktu widzenia gatunkow, tj. Enterococcus faecalis
oraz E. faecium, a takze fenotypowa i genotypowa ocena ich opornosci na chemioterapeutyki.
Dodatkowo, izolowane bakterie nalezace tych 2 gatunkow oceniane byly pod wzgledem
obecnosci wybranych czynnikéw zjadliwosci (np. zelatynazy, cytolizyny czy adhezyn) oraz

poréwnywane pod wzgledem whasciwosci genotypowych.



Analizujac rozdziat 3. dysertacji (,,Materiat i metody”), nalezy stwierdzi¢, ze badania

przeprowadzone zostaly na reprezentatywnej grupie izolatow i przy uzyciu nowoczesnych
metod diagnostycznych. Na szczegdlne podkreslenie zashiguje wykorzystanie technik
genotypowania: ITS-RFLP (do identyfikacji gatunkowej enterokokéw) oraz ADSRRS (do
réznicowania wewngtrzgatunkowego izolatow E. faecalis oraz E. faecium). Swiadczy to o
bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do pracy badawczej, gdyz wymienione techniki
wymagaja nie tylko duzej wiedzy teoretycznej, ale i umiejegtnosei praktycznych dotyczacych
samej techniki PCR, stosowania enzymow restrykeyjnych, reakeji ligacji oraz wizualizacji i
dokumentacji wynikéw przy uzyciu odpowiednich programéw komputerowych (tu prosba o
zwrocenie uwagi na prawidtowa pisownie — powinno by¢ ,,Gel Doc 20007, a nie ,,Gel Dock
20007, jak to jest w kilku miejscach pracy). Pewne watpliwosci moze budzi¢ zasadnos¢
uzycia pozostatych metod diagnostycznych — ITS-PCR oraz EN-COCCUStest. W pierwszym
przypadku, juz wczesniejsze badania z udziatem Doktorantki wykazaty, ze ITS-PCR nie ma
duzego potencjatu réznicujgcego. Jesli zas chodzi o EN-COCCUStest, to aby w pelni oceni¢
skuteczno$¢ identyfikacyjng tego systemu, powinny by¢ jednak uzyte testy dodatkowe (na
stronie 44. podano, ze producent zaleca kilka takich testow, a na str. 160 malg liczba
badanych substratéw tlumaczono brak poprawnej identyfikacji przy uzyciu omawianego
systemu). Ponadto, w opinii recenzenta, opis zastosowanych procedur badawczych jest dos¢
chaotyczny, co utrudnia odbior pracy przez czytelnika. Przedstawienie zagadnien dotyczacych
badanych izolatéw bakteryjnych, uzytych materiatow i zastosowanych technik badawczych w
réznych podrozdziatach sprawia pewien klopot w sytuacji, gdy zachodzi koniecznos¢
ponownego odszukania interesujacego nas zagadnienia. Przyktadowo, w podrozdziale 3.1.1
Autorka pisze ogdlnie, ze od 37 pséw i 40 kotdw wyosobniono 350 izolatoéw enterokokow.
Nastepnie, 9 stron dalej (podrozdziat 3.2.1) przedstawia bardziej szczegétowo samg procedurg
izolacji bakterii. Podobnie jest z opisem badania wrazliwosci na chemioterapeutyki: w
podrozdziale 3.1.3 podano liste substancji uzytych do badania metodg mikrorozcienczen oraz
stosowane zakresy stgzen, a dopiero 16 stron dalej oméwiono sposob wykonania testu 1
kryteria interpretacji wynikéw. Sprawe komplikuje dodatkowo podrozdziat 3.3 (,,Schemat
postepowania”), ktory jest powtorzeniem opisu wezesniejszych procedur, a z drugiej strony
powoduje pewng dezorientacje u osoby czytajacej. Na przyklad, w punkcie 2. tego
podrozdziatu stwierdzono, ze przeprowadzono identyfikacj¢ biochemiczng w przypadku
.jednego szczepu od kazdego gospodarza (n=70)”. Wydaje si¢ to sprzeczne z podang
wczesniej liczbg badanych zwierzat (77); natomiast informacja, Zze enterokoki izolowano

tylko od 70 zwierzat, pojawia si¢ dopiero na nastepnej stronie (podrozdziat 4.1). Tu rodzi si¢



pytanie, jakie byly kryteria doboru izolatow do identyfikacji biochemicznej? (od kazdego
gospodarza, z ktorego izolowano enterokoki, wytypowano 5 kolonii réznigcych si¢
makroskopowo, a badano fenotypowo tylko 1). Watpliwosci budzi ponadto punkt 5.
dotyczacy eliminacji z dalszych badan izolatow o tym samym profilu opornosci (w metodzie
dyfuzyjno-krazkowej). Nie mozna mie¢ pewnosci, ze izolaty tego samego gatunku i o takim
samym profilu opornosci nalezg do tego samego szczepu, gdyz wsrdd enterokokow zachodzi
czesto i tatwo wymiana genow kodujacych antybiotykoopornos¢ (co Autorka wielokrotnie
podkresla w roéznych miejscach pracy), tak ze bakterie zroznicowane genetycznie (a wigc
rozne klony), wchodzace w sktad mikrobioty u danego osobnika, mogg mie¢ ten sam profil
opornosci. Z drugiej strony, np. izolaty E. gallinarum oznaczone jako 57-2, 57-3, 57-4 1 57-5
miaty identyczny profil opornosci w metodzie dyfuzyjno-krazkowej (tabela 4.8, s. 84).
Dlaczego wiec nie zostaly potraktowane jako 1 szczep i dlaczego trzy z nich nie zostaly
wykluczone z dalszych badan, zgodnie z podrozdziatem 3.3 punkt 5?7 To samo dotyczy
izolatow 60-2, 60-3 i 60-5 E. durans (od tego samego kota, z identycznym profilem opornosci
w metodzie dyfuzyjno-krgzkowej [tabela 4.10, s. 86]) — wszystkie byty potem badane metoda
mikrorozcienczen.

Rozdzial 4 rozprawy poswiecony jest opisowi uzyskanych wynikéw. W swych
badaniach Autorka stwierdzita, ze u pséw i kotow najliczniej wystepujacym gatunkiem z
rodzaju Enterococcus byt E. faecalis (stanowil, odpowiednio, 62,5 i 53% izolatoéw) oraz E.
faecium (po ok. 14%), a w dalszej kolejnosci: E. avium, E. gallinarum, E. durans 1 E. hirae (te
2 ostatnie tylko u kotow) oraz 3 inne gatunki, reprezentowane przez pojedyncze izolaty. Fakt
ten jest istotny z epidemiologicznego punktu widzenia, gdyz dwa najczesciej stwierdzone u
zwierzat towarzyszgcych gatunki enterokokow maja tez najwigksze znaczenie jako patogeny
czlowieka. Wiekszo$¢ (powyzej 80%) tych izolatow odznaczalo si¢ opornoscia na
powszechnie stosowane w medycynie chemioterapeutyki: tetracykling, erytromycyn¢ i
fluorochinolony, a dodatkowo, cze$¢ byla oporna na wysokie stezenia antybiotykow
aminoglikozydowych. Zjawisko antybiotykoopornosci fenotypowej zostalo przy tym
potwierdzone p}zez wykrycie odpowiednich genow opornosci u badanych izolatow.
Powaznym problemem z punktu widzenia zdrowia publicznego moze by¢ stosunkowo wysoki
odsetek szczepow wielolekoopornych — Autorka wykazata, ze ponad 70% izolatow
wykazywato niewrazliwo$¢ na co najmniej 3 grupy chemioterapeutykow.

Analizujgc opis wynikow antybiotykooprnosci u badanych enterokokéw, nie sposéb
nie zauwazy¢ faktu niskiej zgodnosci wynikéw uzyskanych przez Autorke przy uzyciu

metody dyfuzyjno-kragzkowej oraz rozcienczeniowej. Dotyczylo to zwlaszcza takich




chemioterapeutykow, jak ciprofloksacyna, enrofloksacyna, erytromycyna i wankomycyna. O
ile w przypadku wankomycyny rowniez inni autorzy zwracali uwage na stabsza dyfuzje
antybiotyku z krgzka, a przez to zmniejszenie $rednicy strefy zahamowania wzrostu, o tyle dla
pozostatych wymienionych substancji zjawisko braku korelacji wynikéw jest bardziej
niepokojace i wymaga wigkszej ostroznosci w interpretacji wynikéw. Mozna by tez w tym
miejscu zada¢ pytanie, czy ocen¢ wrazliwosci (metodg Kirby-Bauer) dla 350 izolatéw
wykonano jednorazowo, czy w okreslonych odstepach czasowych (podtoza mogly naleze¢ do
roznych partii produkcyjnych)? Czy przeprowadzono powtérne badanie w przypadku
izolatéw dajacych sprzeczne wyniki? Czy szczepy kontrolne cechowaly sie whasciwa dla nich
wrazliwoscig lub opornoscig? Wplyw na wynik badania metodg dyfuzyjno-kragzkowa mogty
mie¢ nawet drobne szczegdly metodyczne, j?k np. grubos¢ i wilgotno$é podtoza, czas od
momentu inokulacji do natozenia krazkow, itp. Czy Autorka spotkata sie z przedstawionym tu
problemem w analizowanym pi$miennictwie?

W opinii recenzenta, koniecznie nalezatoby zmieni¢ forme przedstawienia wynikow
identyfikacji badanych izolatow Enterococcus sp. W pierwszej kolejnosci Autorka opisuje
wyniki uzyskane przy uzyciu systemu EN-COCCUStest, a dopiero kilka stron dalej — w
oparciu o metode ITS-RFL. Poniewaz wyniki obu metod identyfikacji réznia sie od siebie,
moze to powodowa¢ pewna dezorientacj¢ u osoby czytajacej. Wydaje si¢ wiec bardziej
wiasciwe podanie tylko jednej listy stwierdzonych gatunkéw enterokokéw — tych, ktore byly
zidentyfikowane przy uzyciu metody genotypowej (jako pewniejszej i uznanej za
referencyjng) — i do niej odnies¢ wyniki uzyskane metodami fenotypowymi. Mozna mieé tez
zastrzezenia do ukfadu pismiennictwa — cho¢ jest ono obszerne i wlasciwie dobrane, jednak
zagadka pozostaje to, wedtug jakiego klucza zostalo ono zestawione? (ani alfabetycznie, ani
wedtug kolejnosci cytowania w rozprawie). Chaotyczny uktad pismiennictwa utrudnia
poszukiwanie interesujacej pozycji. Np. na s. 78 cytowana jest praca Tacconelliego i wsp. z
podanym numerem 199, tymczasem w wykazie pi$miennictwa pod tym numerem jest
zupelnie inna publikacja (Goh i wsp.). Szukanie tej wlasciwej wymagato przegladniecia 33
stron pis’miennictw;t — 1 skonczylo si¢ niepowodzeniem.

Przedstawione powyzej zastrzezenia dotycza jednak w wiekszosci formy opisu
zastosowanych metod badawczych i uzyskanych wynikéw, a nie warstwy merytorycznej
omawianej pracy. Z pozostalych uwag krytycznych cheiatbym wymienié nastepujace:

1/'W wielu miejscach pracy nalezaloby zamieni¢ termin ,,szczep” na ,,izolat™. Pojecia
te nie sg tozsame, gdyz np. od jednego zwierzecia mozna wyosobni¢ kilka izolatéw

bakteryjnych, ktére w rzeczywistosci nalezg do tego samego szczepu;




2/ Brak pewnych szczegdtow metodycznych dotyczacych metody mikrorozcienczen,
np. jakie byly proporcje poszczegdlnych sktadnikdw;

3/ Uwagi dotyczace Tabeli 4.16 (5.94): a/ w jaki sposéb wyznaczano MICso oraz
MICyq dla np. 4 izolatow E. casseliflavus lub 3 izolatdéw E. mundtii? Nie bylo to opisane w
sekcji ,,Materiaty 1 metody”; b/ skad si¢ wzigty takie wartosci stezen, jak np. 15,6, 31, 62,5
ng/ml? Nie jest to zgodne z Tab. 3.1 oraz informacjg, ze stezenia byly 2-krotnie wzrastajace
(s. 51); ¢/ ,,Z” oznacza chyba zakres uzyskanych wartosci MIC, a nie ,,zakres testowanych
stezen”?

4/ W tabeli 4.2 (s. 67) blednie podano sumg¢ izolatow Enterococcus sp. od psow i
kotow (powinno by¢, odpowiednio, 180 i 170);

5/ Na Ryc. 4.41 (s. 103) wydaje si¢, ze profil E powinien naleze¢ do tej samej galezi
(,,cluster”), co A, B1C?

6/ W tabeli 4.21 (s. 106) izolat 17-1 przypisany jest do 2 profili;

7/ Jesli uzywano buforu obcigzajacego 6x, to dlaczego stosowano go w proporcji 1 do
4 (s.56158)?

Przed oddaniem pracy do druku lub przygotowujgc autoreferat, konieczne jest ponadto
usuniecie z maszynopisu licznych bledow jezykowych, np. ,kontrola czystosci podioz” (s.
51, 52; powinno by¢ kontrola jalowosci podtoza); ,,po 3 [szczepy] od 1 [gospodarza]” oraz
,po 1 od 17 (s.79); ,.szczepy nalezgce do jednego kota” (s. 84); ,,zwierzgta towarzyszace jako

rezerwuar opornosci” itp.

Ocena koncowa.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja w sposob znaczacy waloréw poznawczych i
aplikacyjnych pracy. Oceniana rozprawa doktorska zostala zaplanowana i zrealizowana w
spos6b wnikliwy i wszechstronny, a sformutowane przez Autorke wnioski znajduja pelne
odzwierciedlenie w przeprowadzonych badaniach. Jestem przekonany, ze Doktorantka dobrze
opanowalta techniki pracy w laboratorium mikrobiologicznym i jest przygotowana do
samodzielne;j prac\y naukowej. Dlatego stwierdzam, ze rozprawa lek. wet. Aleksandry
Tros$cianczyk pt. ”Enterococcus spp. izolowane od zwierzat towarzyszacych jako
potencjalne zrodlo zagrozenia zdrowia publicznego” odpowiada warunkom okreslonym
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki, i wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
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etapow przewodu doktorskiego.




