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Salmonella spp. wyizolowanych z zywno$ci w latach 2008 - 2013”

Lekooporno$¢ pateczek Salmonella, podobnie jak innych rodzajéow chorobotwérczych
pateczek Enterobacteriaceae, stanowi obecnie istotny problem zdrowia publicznego ze
wzgledu na wystepujaca w Srodowisku zycia czlowieka znaczng presje selekcyjng w
kierunku szczepéw o zwiekszonej oporno$ci. Presja ta spowodowana jest m. in.
naduzywaniem antybiotykéw i chemioterapeutykéw w rolnictwie i weterynarii.
Stosowanie antybiotykow nie tylko jako $rodkéw leczniczych lecz takze w celach
profilaktycznych oraz jako promotoréw wzrostu u zwierzat hodowlanych posrednio
wzmaga szybkos$¢ rozprzestrzeniania sie¢ ruchomych elementéw genetycznych,
warunkujgcych wystapienie okreslonych mechanizméw lekoopornoéci u szczepéw. Ze
wzgledu na fatwos¢ transmisji lekoopornych bakterii od zwierzat do czlowieka za
posrednictwem Zywno$ci, biezaca analiza wzoréw lekoopornosci oraz mechanizméw
warunkujgcych te oporno$¢ jest istotna dla monitorowania stanu zagrozenia dla

konsumentéw Zywnosci oraz bezpieczenstwa zdrowotnego populacji.

W ocenianej rozprawie doktorskiej mgr Lukasz Maka poddat takiej ocenie 241
lekoopornych izolatéw Salmonella spp. pozyskanych z prébek zywnoéci w latach 2008-
2013 w Polsce. Podstawowg naukowg przestanka wiodgca do podjecia takich badan
byly dane piSmiennictwa oraz wlasne obserwacje zespotlu naukowego, ktérego
aktywnym badaczem byt mgr Lukasz Maka, o stale narastajacej lekoopornoéci izolatow
Salmonella spp. w kraju. Ponad 68% izolatow Salmonella spp. wyosobnionych z probek
miesa w latach 2008-2012 przejawialo oporno$¢ na co najmniej jeden lek
przeciwbakteryjny i byl to istotnie wyzszy odsetek lekoopornych szczepéw w
poréwnaniu z okresem obejmujgcym lata 2004-2007.

Szerokie omoéwienie obecnego stanu wiedzy o lekoopornych pateczkach z
rodzaju Salmonella Doktorant zawart we Wstepie ocenianej rozprawy. Przedstawil w
nim mechanizmy chorobotwérczosci oraz opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki,
wraz z oméwieniem zjawiska wielolekoopornosci i przyczyn jego wystepowania wéréd
pateczek Salmonella. Zwrdécit tez uwage na pojawienie sie szczepéw Salmonella spp., np.

serotypu Kentucky, wytwarzajacych B-laktamazy o rozszerzonym spektrum

substratowym (ESBL). Szczepy takie juz zostal wyosobnione w kraju z prébek migsa




przeznaczonego do spozycia. W mojej opinii jednak w tym obszernym opracowaniu
zabrakto wyczerpujacego omdéwienia znaczenia oraz typéw pomp efflux, aktywnie

usuwajgcych antybiotyki i chemioterapeutyki z cytozolu komérki bakteryjnej.

Za swoje gtéwne zadania badawcze mgr tukasz Maka uznal okreslenie
mechanizméw warunkujacych oporno$¢ pateczek Salmonella na antybiotyki i
chemioterapeutyki. Poznanie tych mechanizméw umozliwia okreslenie potencjatu
transmisji ruchomych elementéw genetycznych, niosacych geny opornosci w
Srodowisku oraz w produktach spozywczych, wytwarzanych z migsa skazonego
lekoopornymi pateczkami Salmonella. Autor postawit sobie jeszcze jedno zadanie -

analize podobienstwa genetycznego badanych izolatéw pateczek Salmonella.

Zaréwno teze badawcza zakladajgca, ze zZywno$¢ jest istotnym Zrodiem
lekoopornych bakterii chorobotwoérczych dla cztowieka, jak i zadania badawcze
zaprojektowane w celu weryfikacji tej hipotezy uwazam za prawidlowe i naukowo

uzasadnione.

Do realizacji badan Doktorant wykorzystat analityczne narzedzia biologii
molekularnej, tj. fancuchowg reakcje polimerazy (metode PCR), sekwencjonowanie oraz
typowane genetyczne izolatéw za pomocy analizy wielko$ci fragmentéw restrykcyjnych
chromosomalnego DNA badanych izolatéw Salmonella spp. po ich rozdziale za pomoca
elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym (PFGE). Zastosowal takze klasyczna
metode  dyfuzyjno-kragzkowa  oznaczania  wrazliwo$ci na  antybiotyki i
chemioterapeutyki, a dla szczepéw lekoopornych oznaczal warto$ci minimalnego
stezenia hamujgcego (MIC), stosujac do interpretacji wynikéw kryteria Europejskiego
Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci lub Clinical and Laboratory Standard Institute

w Stanach Zjednoczonych.

W wyniku przeprowadzonych analiz mgr tukasz Maka pokazat istotnie nizszy
odsetek lekoopornych pateczek w produktach gotowych do spozycia w poréwnaniu do
odsetka lekoopornych izolatéw w produktach przeznaczonych do dalszej obrébki
cieplnej (8,3% vs 90,3%) wsréd szczepow S. enterica subsp. enterica pozyskanych w
2013 roku. To stwierdzenie jednak powinno zosta¢ poparte przedstawieniem proporcji
tych produktow ujetych w badaniach, tak aby mozna byto przyjaé, ze zywnoéé gotowa
do spozycia jest skazona przez lekooporne pateczki Salmonella w istotnie nizszym

stopniu.

W  celu identyfikacji genéw warunkujgcych oporno$é w genomach 241

wigczonych do badan izolatéw Salmonella spp. Doktorant wykonat 52 r6znych rodzajow




reakcji PCR, w tym co najmniej 9 rodzajow badan wykonat w postaci PCR multiplex.
Swiadczy to o duzym naktadzie pracy wiozonym w realizacje zadan badawczych,
ktérych wyniki przedstawiono w ocenianej rozprawie doktorskiej. Dzieki szeroko
zakrojonym badaniom przesiewowym mgr Lukasz Magka zidentyfikowat 14 réznych

genow warunkujacych lekooporno$¢ w genomach badanych szczepow.

Za istotng praktyczng obserwacje opisang w ocenianej rozprawie uwazam
wykazanie, Ze zaden z 74 szczepow Salmonella spp. opornych na antybiotyki -
laktamowe nie wytwarzat B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL).
Znaczny odsetek (75,1%) badanych szczepéw wykazywat oporno$¢ na kwas
naliksydowy i ciprofloksacyne. Analizujagc w rozprawie mechanizmy lezace u podstaw
tej opornosci, wykazano wystepowanie 10 réoznych zmian aminokwasowych w czterech
genach: gyrA, gyrB, parC i parE, warunkujgcych opornos¢ na chinolony i fluorochinolony.
W stosunku do tetracykliny i sulfonamidéw oporno$¢ przejawiato odpowiednio 39,0% i
41,5% badanych szczepow Salmonella spp. Az 24,5% izolatéw pateczek Salmonella
posiadalo w genomie integrony klasy I, ruchome elementy genetyczne, ktorych
przyczyniajg sie do szerzenia sie opornosci na leki pomiedzy réznymi szczepami i
gatunkami  bakterii. W obrebie integronéw zidentyfikowano w  wyniku
sekwencjonowania 6 réznych kaset genowych. Potwierdzono eksperymentalnie
wystepowanie zjawiska transferu genéw warunkujgcych opornos$¢ na antybiotyki na
drodze koniugacji pomiedzy wybranymi izolatami Salmonella spp. i Escherichia coli.
Wymienione powyzej obserwacje stanowig istotne elementy opisu obecnego stanu

mikrobiologicznego znajdujacej sie¢ w obrocie zywno$ci w Polsce.

Do tej cze$ci rozprawy mam dwie uwagi: 1) kryteria doboru okreslonych
genetycznych wyznacznikéw lekoopornosci, ktérych poszukiwano u pateczek
Salmonella powinny by¢ szerzej oméwione; 2) u prawie potowy izolatéw pateczek tego
drobnoustroju przejawiajacych oporno$¢ na co najmniej jeden antybiotyk/
chemioterapeutyk nie wykryto poszukiwanych wyznacznikow lekoopornosci;

przyczyny tego zjawiska powinny by¢ takze poddane wyczerpujacej dyskusji.

Chromosomalne DNA izolatéw Salmonella spp., zaliczonych do 10 réznych
serotypow, poddano trawieniu endonukleazg Xbal a nastepnie analizowano metoda
PFGE. Uzyskane wzory makrorestrykcji poddano analizie skupien (klasteryzacji) w celu
ustalenia podobienstwa genetycznego pomiedzy izolatami. W trakcie analizy
zamieszczonych w rozprawie dendrogramoéw, nasuwa sie pytanie: w jaki sposoéb

definiowano profile PFGE, czyli na jakiej podstawie odrézniano je od siebie? Dotyczy to

zwlaszcza wzoréw makrorestrykcji uzyskanych dla izolatéw Salmonella Enteritidis,




ktérych wzory makrorestrykcji sg wysoce homogenne po trawieniu chromosomalnego
DNA jedynie endonukleazg Xbal, tak jak postepowano w badaniach przedstawionych w

rozprawie.

Oceniana rozprawa doktorska jest bardzo obszerna, liczy 239 stron, wigcznie z
51 rycinami i 38 tabelami, dokumentujgcymi uzyskane wyniki. Poza warto$cig naukowa
uzyskanych wynikéw bardzo pozytywnie oceniam sposob prowadzenia dyskusji
wynikéow wilasnych w poréwnaniu z wynikami innych badaczy. Obrazuje on szeroka
wiedze Doktoranta na temat lekoopornosci pateczek Salmonella, poparta cytowaniem

387 pozycji piSmiennictwa.

Do rozdziatu Dyskusja mam nastepujaca uwage: mgr Lukasz Maka wielokrotnie
nawigzuje do wynikéw trzech publikacji z lat 2010-2015 o lekoopornosci pateczek
Salmonella, ktérych byl wspétautorem (wraz z co najmniej czterema innymi badaczami).
Uwazam, ze fakt wspoétautorstwa publikacji powinien by¢ kazdorazowo uwzgledniany

podczas powolywania sie na wyniki tych prac.

Oceniang rozprawe konczy 11 wnioskéw. S3 one w wigkszos$ci uzasadnione w
oparciu o uzyskane wyniki i ich dyskusje. Zastrzezenia mam do dwd6ch wnioskow: 1)
wniosek nr 1 powinien zosta¢ przeformutowany - czesto$¢ wystepowania lekoopornych
pateczek Salmonella spp. by¢ moze rosnie w latach 2008-2013 (tj. rok do roku), ale nie
wskazujg na to bezposrednio wyniki tej pracy. Zakltadam, Ze autor poréwnuje uzyskane
wyniki z poprzednim okresem, tj. przed 2008 rokiem; 2) podobne zastrzezenie dotyczy
wniosku nr 7 w odniesieniu do rozpowszechnienia, wraz z zywno$cia, lekoopornych

klon6w na terenie Polski na przestrzeni lat.

Whniosek koricowy:

Podjecie przedstawionych w ocenianej rozprawie badan uwazam za wysoce
uzasadnione; w Polsce nie sg dostepne wyniki oceny lekoopornoéci izolatéw Salmonella
spp. z zywno$ci wystepujacych w obrocie, bezposrednio dostepnej dla konsumentéw. Za
wyrozniajgce sig, oryginalne osiggniecie Autora uznaje wykazanie wystepowania
okre$lonych mechanizméw opornosci u szczepow Salmonella spp. wyosobnionych
ostatnio w naszym kraju, jak réwniez wskazanie na potencjal rozprzestrzeniania sie tej
opornosci. Jest to niezmiernie wazne dla poprawy bezpieczenstwa zywnosci w Polsce a

takze dla obnizenia stopnia narazenia konsumentéw na zagrozenia zwigzane ze

spozyciem skazonej zywnosci. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska speinia




wigc wszystkie wymagania stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych

w zakresie biologii medycznej.

W zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego - Panstwowego Zakladu Higieny o dopuszczenie Pana mgr Lukasza

Make do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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