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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana lek. wet. Przemystawa Knysza
pt.: ”Bakterie rodzaju Enterococcus izolowane z tusz zwierzat rzeznych i dziczyzny jako
potencjalne zagrozenie zdrowia konsumenta”

Podstawg formalng do wykonania recenzji jest pismo z 06 pazdziernika 2022 r.
Przewodniczacej Rady Dyscypliny Weterynaria, Pani prof. dr hab. Marty Kankofer, informujace o
powotaniu mnie na recenzenta rozprawy doktorskiej na mocy uchwaty Rady Dyscypliny Weterynaria

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 28 wrzesnia 2022 r.

Bakterie z rodzaju Enterococcus, okreslane tez terminem enterokoki, powszechnie wystepuja
w srodowisku oraz w przewodzie pokarmowym i uktadzie moczowo-ptciowym zwierzat i ludzi, nie
powodujac zwykle objawoéw chorobowych. Jednak sposrod opisanych 60 gatunkéw nalezacych do
tego rodzaju, szczegodlnie dwa z nich: Enterococcus faecium i Enterococcus faecalis mogg by¢
przyczyng groznych infekcji, zwhaszcza drog moczowych i zotciowych, zapalenia wsierdzia,
bakteriemii czy posocznicy. Ponadto bakterie te mogg powodowaé zakazenia uogolnione powstate
po zabiegach chirurgicznych, zwigzane z zabiegami diagnostycznymi lub leczniczymi w obrebie
uktadu moczowego a takze w ranach oparzeniowych. Powaznym problemem wynikajacym z tych
zakazen jest wystepujaca u drobnoustrojow z rodzaju Enterococcus naturalna lub nabyta
niewrazliwo$¢ na rézne czynniki przeciwbakteryjne, zwlaszcza penicyliny, cefalosporyny,
aminoglikozydy, ale czesto tez na makrolidy, linkozamidy i fluorochinolony. Opornos¢ ta jest
wynikiem np. ograniczonej przepuszczalnosci bakteryjnych bton komoérkowych w stosunku do
niskiego stezenia antybiotykéw aminoglikozydowych (np. streptomycyny, neomycyny) lub tez, w
przypadku wysokiego stezenia tych substancji, jest efektem enzymatycznej modyfikacji rybosomow
czy tez nabywania plazmidéw lub transpozonow zawierajgcych geny opornosci. Enterokoki cechuja
si¢ rowniez wysoka tolerancja na antybiotyki zaburzajace syntez¢ $ciany komorkowej, a wiec -

laktamy (np. cefalosporyny, karbapenemy) i glikopeptydy (np. wankomycyna). Istotng role w



zakazeniach ludzi szczepami E. faecium i E. faecalis majg takze inne cechy, zwigzane z obecno$cig
czynnikow wirulencji, zwlaszcza substancji agregujacej, cytolizyny, zelatynazy, hialuronidazy,
biatek Esp, EfaA, Ace i Acm oraz tzw. feromonow piciowych. Wykazano rowniez, ze czynnikiem
predysponujagcym do wystgpienia infekcji na tle enterokokow tych dwoch gatunkow jest spadek
poziomu odpornosci, najczesciej w przebiegu cigzkich chordéb uktadowych, transplantacji,
dtugotrwatego leczenia szpitalnego i onkologicznego.

Wiyniki licznych badan wskazuja, ze mozliwa jest transmisja bakterii z rodzaju Enterococcus z
przewodu pokarmowego zwierzat poddawanych ubojowi, zakazonego ale bezobjawowego personelu
ubojni, czy tez z zanieczyszczonych powierzchni produkcyjnych zaktadu na tusze zwierzat rzeznych
a nastepnie na zywno$¢ pochodzenia zwierzecego 1 finalnie do konsumenta. Ta droga zakazenia
wynika m.in. ze zdolnosci enterokokow do przezywania w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych zaktadéw ubojowych i przetworni migsa, w tym do tworzenia biofilméw opornych
na $rodki myjace 1 dezynfekcyjne.

W dostepnej literaturze naukowej jest stosunkowo niewiele danych dotyczacych wystepowania
bakterii z rodzaju Enterococcus, ze szczegdlnym uwzglednieniem E. faecalis i E. faecium, na
powierzchni tusz zwierzat rzeznych, a zwlaszcza zwierzat wolno zyjacych pozyskiwanych w celach
konsumpcyjnych. Jednakze, nawet w przypadku tych nielicznych badan, odsetek wynikow dodatnich
byt zwykle wysoki 1 siggat od 50% (tusze bydlece) do nawet ponad 90% (tusze swin). Informacje
takie, w polaczeniu z opornoscig enterokokéw na czynniki srodowiskowe i ich niewrazliwoscig na
liczne substancje przeciwbakteryjne, jak rowniez zdolnoscia tych bakterii do wywotywania groznych
zakazen ludzi, staty si¢ istotng przestanka i uzasadnieniem do rozpoczecia przez Doktoranta badan
nad wystepowaniem i charakterystyka drobnoustrojéw z rodzaju Enterococcus na powierzchni tusz
zwierzat rzeznych 1 dziczyzny.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej podjeto badania zmierzajace do oceny
wystgpowania enterokokow w tuszach ubijanych w rzezniach bydta, $win, krolikéw i drobiu oraz
tuszach odstrzelonych dzikow, ze szczegblnym uwzglednieniem dwoch gatunkow najbardziej
patogennych dla ludzi, tzn. E. faecium i E. faecalis. Nastgpnie, u otrzymanych izolatéw Doktorant
okreslit fenotypowe 1 genotypowe cechy opornosci na czynniki przeciwbakteryjne, w tym
wystepowanie istotnych z punktu widzenia ochrony zdrowia publicznego szczepow
wielolekoopornych. W ostatnim etapie badan okreslat tez pokrewienstwo genotypowe szczepow E.
faecium i E. faecalis wyizolowanych z tusz zwierzat rzeznych oraz dzikow metodg ADSRRS
fingerprint (amplification of DNA fragments surrounding rare restriction sites, amplifikacja



fragmentow DNA otaczajacych rzadkie miejsca restrykcyjne), CO ma istotne znaczenie w oznaczaniu
zrodel 1 drég szerzenia si¢ tych drobnoustrojow w tancuchu pokarmowym.

Uktad ocenianej dysertacji jest zgodny z wymogami stawianymi pracom naukowym
przedstawianym na stopien doktora nauk weterynaryjnych. Obejmuje ona podany na 24 stronach
wstep, zawierajacy przeglad piSmiennictwa, w ktorym Doktorant przedstawit aktualny stan wiedzy
dotyczacej systematyki bakterii z rodzaju Enterococcus, dane dotyczace ich kompleksowej
charakterystyki fenotypowej i molekularnej oraz wytwarzanych przez nie licznych czynnikow
wirulencji. Istotng cz¢$¢ tego rozdzialu stanowig informacje dotyczace mechanizméw opornosci
przeciwdrobnoustrojowej dwoch najbardziej chorobotwoérczych gatunkéw enterokokow, tzn. E.
faecium i E. faecalis. Opisat rowniez zasady i technologig uboju zwierzat rzeznych oraz obrobke tusz
zwierzat fownych, w tym dzikow i zwigzane z tym ryzyko zanieczyszczenia mikrobiologicznego tusz
1 narzadéw zwierzat a w konsekwencji potencjalne zagrozenie dla zdrowia konsumentéw. Ta
kompleksowa analiza aktualnego pi$miennictwa byta wedlug mojej oceny, obok niewatpliwie
cennych wskazowek Promotora, znaczaca inspiracja do podjgcia prac bedacych tematem pracy
doktorskiej a jednoczesnie $wiadczy 0 bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktoranta do
realizowanych badan.

W drugim rozdziale dysetracji Doktorant jasno sprecyzowat powod podjgcia badan whasnych,
tzn. brak w dostepnej literaturze informacji dotyczacych wystepowania i lekoopornosci E faecium i
E. faecalis izolowanych z tusz r6znych gatunkow zwierzat rzeznych oraz dzikow a takze zwigzane z
nim cztery szczegdtowe cele badawcze, obejmujace: okreslenie czestosci wystepowania bakterii z
rodzaju Enterococccus na powierzchni tusz; oznaczenie wystepowania opornosci fenotypowej na
antybiotyki wyizolowanych E. faecium i E. faecalis; okreslenie u tych bakterii obecnosci
genetycznych markeré6w oporno$ci przeciwdrobnoustrojowej; oraz ocen¢ pokrewienstwa
genotypowego szczepow E. faecium i E. faecalis wyizolowanych z tusz poszczegolnych gatunkow
zwierzat.

W czesci trzeciej rozprawy doktorskiej (Materiat i metody), na 27 stronach przedstawiono z
duzymi detalami dane dotyczace wykorzystanych w badaniach tuszach zwierzat (acznie 1 262 tusze),
metodach izolacji i identyfikacji fenotypowej bakterii z rodzaju Enterococcus, molekularnej
identyfikacji E. faecium i E. faecalis, wystgpowania genotypowych markeréw opornosci na czynniki
przeciwbakteryjne, oznaczania pokrewienstwa molekularnego izolatow technikg amplifikacji
fragmentow DNA otaczajacych rzadkie miejsca restrykcyjne (ADSRRS fingerprint) jak rowniez
fenotypowej wrazliwosci badanych szczepéw enterokokow na szereg antybiotykow. Doktorant w
swoich badaniach uwzglednit takze niezbedne w tego typu analizach testy statystyczne. Opis

3



zastosowanych w badaniach metod nie budzi zastrzezen, a szczegbtowa forma ich przedstawienia
umozliwia ich powtorzenie oraz konfrontacj¢ z wynikami uzyskanymi przez innych autorow.

Uzyskane wyniki przedstawiono bardzo szczegoétowo na 104 stronach i obejmujg one
forme opisowa, liczne tabele i ryciny. Doktorant wykazat, ze az 1 112 (88,1%) zbadanych tusz
zwierzat rzeznych 1 dzikoéw wykazywato obecnos$¢ na swojej powierzchni bakterii z rodzaju
Enterococcus, a zakres tych wynikoéw dodatnich wynosit od 66,9% w przypadku swin do 100%
w odniesieniu do dzikéw. Znaczacy odsetek tusz byl zanieczyszczonych przez enterokoki,
majace istotne znaczenie dla zdrowia publicznego, zwlaszcza E. faecalis (tacznie 527; 47,4%
sposrod wynikow dodatnich w kierunku Enterococcus spp.) a w mniejszym stopniu przez E.
faecium (76; 6,8%). Najwicksza czegstos¢ wystepowania E. faecalis stwierdzono na powierzchni
tuszek krolikéw; byla ona statystycznie istotnie wigksza w pordwnaniu do czestosci
wystepowania tego gatunku bakterii u pozostatych badanych tusz zwierzat. Z drugiej strony,
izolaty E. faecium dominowaty u dzikow lecz roznice w tej prewalencji byly statystyczne
jedynie w odniesieniu do powierzchni tuszek krolikow.

Oceniajac opornosé fenotypowa badanych izolatow E. faecium i E. faecalis Doktorant
zastosowat metod¢ mikrorozcienczen oraz kryteria podane przez CSLI (penicylina, ampicylina,
wankomycyna, erytromycyna, tetracyklina, gentamycyna, streptomycyna, ciprofloksacyna i
enrofloksacyna), EUCAST (wankomycyna, erytromycyna, gentamycyna, streptomycyna i
ciprofloksacyna) i NARMS (kanamycyna). Stwierdzit, ze najwigcej szczepoéw E. faecalis
charakteryzowato si¢ opornoscig na tetracykling (423 izolaty; 85,3%), erytromycyng (346;
65,6%), streptomycyne (171; 32,4%) oraz antybiotyki z grupy fluorochinlolonow -
ciprofloksacyne (115; 21,8%) i enrofloksacyne (114; 21,6%). Zdecydowana wigkszos¢ tych
opornych izolatow pochodzita od zwierzat rzeznych a tylko nieliczne z nich wyosobniono od
dzikoéw, zwlaszcza te, ktore wykazywaty opornos$¢ na tetracykling. Z drugiej strony, tylko
nieliczne szczepy E. faecalis byty w petni oporne na ampicyling (7; 1,3%) i wankomycyng (9;
1,7%). Ta ostatnia informacja ma istotne znaczenie dla zdrowia publicznego i ewentualnego
przekazywania genow opornosci van pomiedzy enterokokami a drobnoustrojami innych
gatunkow.

W odniesieniu do izolatow E. faecium, wysoki poziom opornosci dotyczyt réwniez
fluorochinolonéw, szczegodlnie enrofloksacyny (60 szczepow; 78,9%) i ciprofloksacyny (43;
56,6%) a w mniejszy stopniu tetracykliny (24; 31,6%). Takie szczepy wystepowaty zarowno u
zwierzat rzeznych jak 1 u dzikow. Wsrdd izolatow tego gatunku nie stwierdzono natomiast
izolatow opornych na wankomycyne, natomiast tylko nieliczne byly oporne na gentamycyne

4



(4 izolaty; 5,3%) 1 ampicyling (6; 7,9%). W przeciwienstwie do wspomnianych wyzej E.
faecalis, znacznie mniejszy odsetek badanych przez Doktoranta szczepéw E. faecium
wykazywal niewrazliwos¢ na tetracykling (24; 31,6%), erytromycyne (14; 18,4%) oraz
streptomycyne (9; 11,8%).

Nastepnie, na podstawie wynikow opornosci fenotypowej badanych szczepoéw
enterokokow wyodrebniono izolaty, ktére mogly zosta¢ zaliczone do grupy drobnoustrojow
wieloopornych (MDR; multidrug resistant), tzn. cechujace si¢ opornoscig na antybiotyki
nalezace co najmniej do trzech r6znych klas. Doktorant stwierdzit, ze 239 sposrod 527 (45,3%)
izolatow E. faecalis nalezalo do grupy MDR i wystepowaly one najczesciej w tuszkach
krolikoéw (69,6% szczepdw) oraz drobiu (42,7% izolatéw). Niezwykle istotnym odkryciem byt
fakt, ze takie szczepy byly oporne na 7 (trzy szczepy z tuszek drobiowych i 10 z tuszek
krolikéw) a nawet na 9 czynnikow przeciwbakteryjnych (jeden izolat z tuszek krolikow).

Z drugiej strony Doktorant wykazat, ze odsetek wieloopornych szczepow E. faecium byt
nizszy niz w przypadku E. faecalis i wynosit ogotem 23,7% (18 izolatow) a wigkszos$¢ z nich
stwierdzana byla w tuszkach drobiu (10 szczepoéw). Takie izolaty cechowatly sie tez silnie
rozwini¢ta wielooporno$cig, nawet w odniesieniu do 9 (dwa szczepy) lub 10 antybiotykow
(jeden izolat).

Waznym etapem badan prowadzonych przez Doktoranta byto oznaczenie genotypowych
markeréw opornosci na badane czynniki przeciwbakteryjne. Wykazal, ze oporno$¢ na
tetracykliny warunkowana byla w wigkszo$ci przez sekwencje tetM, tetL, tetO, chociaz ten
ostatni gen nie wystgpowat u szczepow E. faecium wyosobnionych z tusz §win i dzikow. Dalsze
badania molekularne prowadzone byty w kierunku identyfikacji genow: ant(6)-la
(determinujgcego opornos¢ na streptomycyne), aph(3’)-11la (opornos¢ na kanamycyne), ermB
(opornos¢ na makrolidy) oraz vanA i vanB (opornos¢ na glikopeptydy). Doktorant stwierdzit,
ze obecno$¢ genotypowych determinantdéw opornosci przeciwbakteryjnej byla silnie
skorelowana z wykazang przez Niego opornoscig fenotypowa na odpowiednie antybiotyki, z
wyjatkiem wankomycyny, dla ktorej oporno$¢ badanych izolatéw byta determinowana przez
inne czynniki niz geny van.

Interesujaca czescia przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej jest takze analiza
podobienstwa genetycznego szczepow enterokokéw metoda ADSRRS fingerprint. Do badan
tych wybrano odpowiednio 116 izolatow E. faecalis i 54 izolaty E. faecium, pochodzace z tusz
wszystkich badanych gatunkow zwierzat, ktore cechowaty si¢ 0pornoscia na najwieksza liczbe
substancji przeciwdrobnoustrojowych. Uzyskane wyniki pozwolily okresli¢ pokrewienstwo
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molekularne takich izolatow, co w potaczeniu z opornoscig przeciwdrobnoustrojowa
umozliwito precyzyjng charakterystyke badanych izolatow enterokokéw 1 wskazanie
potencjalnych drog szerzenia si¢ tych bakterii od zwierzat do tusz. Takie kompleksowe badania
sg niewatpliwie potwierdzeniem duzej wiedzy merytorycznej i praktycznej Doktoranta i
stanowig wazny pozytywny aspekt dla Jego dalszego rozwoju naukowego.

Czgs¢ 5 dysertacji (Dyskusja) obejmuje 21 stron maszynopisu i jest poprawng analiza
uzyskanych wynikéw wtasnych w konfrontacji z danymi pi$miennictwa. Doktorant w sposob
czytelny i logiczny komentuje wtasne osiggnigcia, wskazuje tez na znaczenie niektorych z nich,
zwlaszcza zwigzanych z oporno$cia szczepoOw enterokokoOw na szereg czynnikow
przeciwbakteryjnych, w tym na wankomycyne, co ma istotne znaczenie w aspekcie zagrozenia
zdrowia publicznego. Potwierdza to raz jeszcze dobrg znajomos$¢ badanych zagadnien
bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej.

Biorac pod uwagg uzyskane w trakcie realizacji badan wyniki, Doktorant sformutowat 13
wnioskéw. Wskazuje w nich na powszechne wystepowanie bakterii z rodzaju Enterococcus na
powierzchni tusz zwierzat rzeznych i dzikéw, zwlaszcza nalezacych do gatunku E. faecalis, co moze
sugerowa¢ potencjalne zagrozenie zdrowia publicznego ze strony tych drobnoustrojéw. Zwigzane
jest to takze z wysokim poziomem opornosci badanych szczepdw na powszechnie stosowane
antybiotyki, w tym wystepowaniem izolatow wieloopornych, zwlaszcza pochodzacych z tuszek
drobiu i krolikow. Interesujagcym wnioskiem jest stwierdzenie Doktoranta, ze badanie izolowanych z
tusz dzikow E. faecalis i E. faecium w kierunku opornosci na antybiotyki moze by¢ wykorzystane,
jako metoda pomocnicza, do oceny zanieczyszczenia $srodowiska naturalnego tymi czynnikami
przeciwdrobnoustrojowymi. Waznym stwierdzeniem jest takze konieczno$¢ prowadzenia
monitoringu obecnosci a zwlaszcza opornosci przeciwbakteryjnej E. faecalis i E. faecium na
powierzchni tusz zwierzat rzeznych i dzikow a tym samym ograniczenia ich ewentualnej transmisji
do dalszych etapow produkeji zywnosci a w konsekwencji do konsumentow.

Przedstawiona dysertacja zawiera takze wymagane prawem streszczenia w jezykach polskim
i angielskim. Cytowana literatura, obejmujaca tacznie 164 pozycje w wigkszosci anglojezycznego,
aktualnego i zwigzanego z tematem badan pisSmiennictwa, jest dopetnieniem bogatej tresciowo,
nowatorskiej i waznej z punktu widzenia zdrowia publicznego dysertacji doktorskiej.

Z obowiazku recenzenta chcialem tez wskaza¢ na kilka punktow, ktore w mojej ocenie
wymagaja doprecyzowania, poprawy lub nawet zmiany:

- str. 13: nazwy gendéw (operondéw) powinny by¢ pisane matymi literami 1 kursywa;



- str. 30: podanie, ze probki pobierano z tusz w rzezniach oraz zaktadach przetworstwa dziczyzny
zlokalizowanych na obszarze Polski jest niesciste, gdyz podmioty te, jak podano na stronie dalej,
byly potozone na terenie poludniowo-wschodniej Polski a zaktad rozbioru dziczyzny byt tylko
jeden;

- str. 42: zamiast predko$ci wirowania lepiej poda¢ warto$¢ przyspieszenia ¢ a termin pellet zastgpi¢
stlowem osad;

- str. 44: nalezy rozwing¢ wprowadzony po raz pierwszy skrot EURL-AR,

- str. 47: termin ,,préba” nalezy zamieni¢ na ,,probka”;

- Tabela 4.23: nie ma potrzeby podawania, ze zaden z izolowanych szczepow enterokokéw byt
oporny na 7 grup antybiotykow a zwlaszcza, w przypadku braku izolatow opornych wskazywanie,
ze jest to ,,0” procent; dotyczy to rowniez danych w innych tabelach

- str. 183, wniosek 5: nie wiem czy wysunigty stwierdzenie o powszechnym stosowaniu antybiotykow
w chowie zwierzat jest podparte jakimi$ badaniami prowadzonymi przez Autora?

Powyzsze uwagi wynikaja jednak w wigkszosci z dociekliwosci recenzenta i nie rzutuja w zaden

sposOb na warto$¢ merytoryczng ocenianej dysertacji. Stanowi ona oryginalne rozwigzanie istotnego

problemu naukowego, jak rowniez wykazuje ogdlng wiedze Doktoranta i umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia badan naukowych.

Reasumujac stwierdzam, ze przedtozona do recenzji dysertacja doktorska Pana lek. wet.
Przemystawa Knysza pt. ”Bakterie rodzaju Enterococcus izolowane z tusz zwierzat rzeznych i
dziczyzny jako potencjalne zagrozenie zdrowia konsumenta” odpowiada warunkom okre§lonym w
ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.), w zwigzku z art. 179 ust. 3 ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. z p6zn. zm. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669). Upowaznia mnie to do przedtozenia Radzie Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosku o przyjecie rozprawy i dopuszczenie
Pana lek. wet. Przemystawa Knysza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesénie majgc na uwadze wysokg nowatorskos$¢, warto$¢ merytoryczng, szeroki zakres
wykonanych badan oraz ich staranno$¢ wnioskuj¢ o wyrdznienie Pana lek. wet. Przemystawa Knysza

stosowng nagroda.



