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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Joanny Chmielewskiej, zatytulowanej
»Analiza genetycznych markerow wirulencji i profili lekoopornosci
patogennych szczepow Escherichia coli izolowanych od pacjentow

ambulatoryjnych z zakazeniem ukladu moczowego”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Zaktadzie Mikrobiologii
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, pod kierunkiem dr hab. n. med. Katarzyny Leszczynskiej.

Rozpraweg przygotowano w jezyku polskim w postaci monografii.

Ocena znaczenia naukowego tematyki badawczej podje¢tej przez doktorantke

Recenzowana dysertacja stanowi interesujace dzieto naukowe z zakresu biologii Escherichia
coli. Gtownym celem pracy bylo wyznaczenie determinant wirulencji oraz lekoopornosci szczepow
tego gatunku pozyskanych od pacjentow z zakazeniem ukladu moczowego (ZUM). Pomimo, iz
pierwsze szczepy E. coli zostaly opisane juz pod koniec XIX wieku, wiele zaganien dotyczacych tego
mikroorganizmu pozostaje nie wyjasnionych, szczegdlnie z punktu widzenia genetycznych podstaw
patogennosci. Na catym swiecie jest duze zainteresowanie E. coli, z racji systematycznie wzrastajacej
liczby infekeji powodowanych przez tego oportunistycznego patogena. W tym wzgledzie szczegolnie
niebezpieczne i1 szeroko rozpowszechnione sg szczepy powodujace ZUM, tzw. szczepy uropatogenne
E. coli (UPEC). Pomimo, ze badaniom poddano szczepy z wojewodztwa podlaskiego, to rozprawa
doktorska pani Sylwii J. Chmielewskiej ma charakter uniwersalny, gdyz dostarcza wiele nowych
danych na temat czynnikéw wirulencji oraz lekoopornosci izolatow UPEC. Szczegdlne znaczenie
naukowe podjetej tematyki wynika z odniesienia badan do duzej liczby nowo izolowanych szczepow,
co pozwala na dogl¢bna ocene wystgpowania, wirulencji i lekoopornosci uropatogennych E. coli. Rola

Doktorantki w rozwoju badan nad E. coli jest znaczaca, a wyniki zaprezentowane w recenzowanej



pracy maja nie tylko charakter opisowy, ale tez posiadaja duzy potencjal aplikacyjny tak w medycynie

jak 1 w epidemiologii.

Ocena opisu aktualnego stanu wiedzy, doboru celow badan oraz metod badawczych

We Wstepie, na podstawie bogatego i1 dobrze dobranego pismiennictwa, Autorka
wyczerpujaco scharakteryzowala badany gatunek bakterii, przedstawiajac poszczegdlne patotypy E.
coli, z podzialem na patogeny jelitowe, pozajelitowe oraz zwigzane z ZUM. Szczegolowo zostaty tez
przedstawione czynniki wirulencji oraz podstawy lekoopornosci E. coli. Niemniej, w moim odczuciu
czes$¢ Wstepu poswigcona fimbriom moglaby by¢ znacznie skrocona. Jednakze rozumiem fascynacje
Autorki fimbriami, gdyz rzeczywiscie w przypadku E. coli sa to znaczace czynniki wirulenciji,
szczegblnie w pierwszym etapie infekcji, tzw. adhezji patogena do komorek gospodarza. Bardzo
szeroko opisano tez zjawisko zakazen ukladu moczowego. Szczegdlnie cenny w tym zakresie jest fakt,
iz Autorka dostrzega inne mikroorganizmy potencjalnie zwiazane z ZUM oraz przedstawia odmienne
obrazy przebiegu infekcji u dzieci 1 dorostych. Wstgp konczy podrozdzial poswiecony
antybiotykoterapii zakazen uktadu moczowego. Po analizie Wstgpu zaintrygowaty mnie dwa problemy.
Po pierwsze, Doktorantka pisze ,,Zmieniajace si¢ Srodowisko stymuluje powstanie nowych kombinacji
genow wirulencji, powodujac rozprzestrzenianie si¢ nieobserwowanych dotad nowych patogennych
klonow E. coli.” Czy mozliwa jest sytuacja odwrotna, iz zmieniajace si¢ Srodowisko powoduje utrate
determinant patogennosci? Drugie moje pytanie dotyczy szczepionek przeciwko ZUM. Czy w ocenie
Doktorantki z punktu widzenie epidemiologii i przebiegu ZUM, poszukiwania szczepionek przeciw
uropatogennym szczepom E. coli jest uzasadnione? W ktérym momencie nastapiloby podanie
szczepionki? Dodatkowo zwracam uwage na dwie sprawy. Na stronie 35, Autorka wskazuje, 12
proteazy serynowe zostaly filogenetycznie podzielone na dwie klasy. Nie jest to trafne stwierdzenie,
gdyz filogeneza odnosi si¢ do organizméw, a nie poszczegdlnych bialek. Na stronie 45 Autorka
podkresla, iz ,,zastosowanie nieuzasadnionej terapii moze skutkowac selekcja szczepow opornych™. Z
biologicznego punktu widzenia méwimy o ,,presji selekcyjnej”, a nie ,,selekcji”.

Cele badawcze zostaty sformutowane precyzyjnie, odzwierciedlaja tytul rozprawy doktorskiej
oraz sg zgodne z aktualnym stan wiedzy odnosnie E. coli. Badania przeprowadzono za pomoca
roznorodnych metod fenotypowych oraz technik biologii molekularnej. Schemat eksperymentow jest
logiczny 1 spdjny. W pierwszym etapie Doktorantka izolowala szczepy na podiozach wybidrezo-
roznicujacych z niemal tysiaca prob moczu i okreslita odsetek prob z bakteriuria znamienng, wskazujgc

na wysoki poziom ZUM. Nastgpnie dokonata identyfikacji wyizolowanych szczepéw na podstawie
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obserwacji mikroskopowych oraz analiz biochemicznych. Dobrym rozwigzaniem bylo zastosowanie
API testow, ktore generalnie w przypadku bakterii Gram-ujemnych daja wysoce prawdopodobne
wyniki identyfikacyjne. W czesci analiz fenotypowych Doktorantka pokusita si¢ o okreslenie profili
biatkowych z zastosowaniem spektrometrii mas w technice MALDI-TOF. Przyznajg, iz umieszczenie
wynikow tych analiz w rozdziale Material i Metody jest dla mnie niezrozumiale. Prawdopodobnie
przedstawiajgc spektrogramy dla trzech szczepow E. coli w rozdziale dysertacji poswigconym
metodom badawczym, Doktorantka kierowata si¢ brakiem mozliwosci wykonania MALDI-TOF dla
wszystkich wyizolowanych szczepow, ale rownoczesnie cheiala wskaza¢ na znaczenie tej metody w
identyfikacji bakterii. Nastepnie okreslono wrazliwo$¢ izolatow na antybiotyki i chemioterapeutki.
Znaczng czgs$¢ pracy poswigcono wyznaczeniu wybranych determinant wirulencji za pomoca techniki
PCR. Do analiz zastosowano metod¢ PCR pozwalajaca na jednoczesne testowanie obecnosci trzech
genéw w jednej probie (multiplex PCR). Jestem ciekawa, jakimi przestankami kierowano si¢ przy
wyborze genéw do testowania w jednej reakcji PCR? W tym miejscu cheiatabym podkreslic, iz istotnie
dokonano wiasciwego wyboru genéw do analiz, a otrzymane wyniki pozwolily na okreslenie
wirulotypéw w oparciu o szeroki zestaw determinant. Stwierdzam, iz zastosowane metody pozwolily
na realizacje postawionych celow oraz wysoko oceniam opanowanie warsztatu naukowego przez

Doktorantke.

Ocena osiggnietych wynikéw oraz wnioskéw

Dzigki przeprowadzeniu wieloetapowych badan w oparciu o réznorodne techniki fenotypowe
1 genotypowe, otrzymano interesujgce wyniki, ktore w dysertacji zostaly bardzo szczegélowo opisane
oraz przedstawione w postaci Tabel i Rycin. Do oceny wynikow zastosowano analiz¢ statystyczna, co
pozwolito na wylonienie istotnie statystycznych danych i dalo podstawy do wysunigcia wnioskow.
Majac na celu znalezienie roéznego rodzaju korelacji, np. antybiotykoopornos¢ versus grupa
filogenetyczna, antybiotykoopornos¢ versus wirulotyp, przedstawiono bardzo duzo cennych danych.
Jednakze, nickiedy czytajacy dysertacje moze gubi¢ si¢ w ogromnej liczbie prezentowanych wynikow i
ich wieloaspektowosci. Z pewnoscia podzial tego rozdzialu na podrozdziaty skutkowalby wigksza
przejrzystoscia tej sekcji dysertacji oraz utatwialby analiz¢ otrzymanych danych. Powyzsza uwaga jest
Jedynie subiektywna opinia recenzenta odnosnie sposobu prezentacji i w zaden sposob nie rzutuje na
wysoka ocene otrzymanych wynikéw badan.

Pomimo, iz czynnikiem etiologicznym ZUM sa najczesciej bakterie Gram-ujemne, to w

badaniach wilasnych Doktorantka stwierdzila znaczny odsetek bakterii Gram-dodatnich (~31%),
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glownie Enterococcus feacalis, wsrod mikroorganizméw wyizolowanych z moczu od pacjentow z
ZUM. We Wstegpie Doktorantka podkresla, iz uropatogenne szczepy E. coli sa przyczyna 75-95%
przypadkow ZUM (strona 16). Zatem wyizolowanie bakterii Gram-dodatnich az w 31% prob moczu,
moze wskazywac, iz mamy do czynienia ze zmieniajaca si¢ tendencja odnos$nie znaczenia E. coli jako
glownego czynnika etiologicznego ZUM. W Dyskusji Doktorantka szeroko odniosta si¢ do tego
zagadnienia, opierajac si¢ na rekomendacjach Hryniewicz i Holeckiego (dane internetowe) oraz
Hryniewicz i wsp. (2001), jak i pracach opisujacych czynniki etiologiczne ZUM w innych krajach. W
wyniku analizy filogenetycznej wykazano, iz uropatogenne szczepy E. coli przynaleza do trzech
sposrod czterech grup filogenetycznych opisywanych w odniesieniu do tego gatunku bakterii, z ktorych
grupy B2 i D byly dominujace. Zaréwno z biologicznego, jak i z medycznego punktu widzenia, jest to
interesujacy wynik, cho¢ w istocie zgodny z danymi literaturowymi. Znaczng czgs$¢ badan poswiecono
wrazliwosci na antybiotyki i chemioterapeutyki, uzyskujac wyniki wskazujace na istnienie wsrod tej
grupy bakterii szczepdw opornych na wiele lekoéw. Wsrdd tej grupy bakterii wykazano opornosé
gléwnie na sulfonamidy, fluorochinolony oraz antybiotyki B-laktamowe. Sg to badania bardzo cenne z
medycznego punktu widzenia oraz ze wzgledu na procedury leczenia przypadkow ZUM. Niewatpliwie
testowanie tak duzej liczby roéznorodnych antybiotykow nalezy uzna¢ za trafnie podjete i istotne z
punktu widzenia tematyki pracy. Bardzo cenne sa tez analizy poszukiwania wirulotypow oraz korelacji
wirulotypow z grupami filogenetycznymi E. coli.

Wyniki zostaly przeanalizowane w oparciu o aktualny stan wiedzy. W Dyskusji dosé
wnikliwie odniesiono si¢ do wszystkich watkow badan, a autorka szeroko poréwnuje otrzymane
wyniki z danymi literaturowymi. Majac jednak na mysli moje zainteresowanie filogeneza i strukturg
populacji bakterii, chcialbym prosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ podczas obrony do zagadnienia
zroznicowania populacji E. coli pod wzgledem wirulotypow w ujeciu globalnym. Precyzujac, czy
szczepy E. coli danej grupy filogenetycznej z danego kontynentu charakteryzuja si¢ zblizonym
wirulotypem, a izolaty z innych obszaréw klasyfikowane do tej samej grupy filogenetycznej moga
mie¢ odmienne wirulotypy? Generalnie rozdzial Dyskusja sprawia wiele klopotow miodym adeptom
nauki. Najczesciej pojawiajacym sie zarzutem jest powtarzanie wczesniejszych tresci. Autorka
recenzowanej pracy, generalnie uniknela tego problemu. Tylko niewiele tresci przedstawionych we
Wstgpie, gtownie odnoszacych si¢ do budowy i funkeji fimbrii oraz systemu wychwytu Zelaza, zostaly
nastepnie powtoérzone w Dyskusji. Podsumowujac te czes¢ recenzji, stwierdzam, ze Doktorantka
otrzymata interesujace wyniki, ktore pozwalaja na glgbsze zrozumienie patogennosci E. coli. W

wigkszosci wyniki zostaly krytycznie przedyskutowane w oparciu o bogate pismiennictwo.
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Ocena prezentacji rozprawy

Uktad rozprawy doktorskiej jest generalnie zgodny z zasadami przyjetymi dla prac
naukowych. Pewnym zaskoczeniem jest, jak wyzej wspomniatam, umieszczenie w rozdziale Material i
Metody wynikéw analiz z MALDI-TOF. Podobnie, w mojej ocenie ryciny przedstawiajace wyniki
rozdzialow elektroforetycznych produktow PCR, powinny by¢ umieszczone w rozdziale Wyniki. Praca
jest dobrze przygotowana pod wzgledem estetycznym i jest napisana poprawnym jezykiem. Niemniej
przy tak obszernej rozprawie trudno jest uniknaé potknig¢ jezykowych badz tez skrotow myslowych.
Niezgodnosci jezykowe zaznaczytam w tekscie dysertacji, a w tym miejscu majac na celu wywiazanie
si¢ z obowiazku recenzenta, zwracam uwage na kilka sprawy. W spisie tresci nie podano wyjasnienia
dla skrotu UEPC. We Wstgpie nie znajduje odniesienia do Ryc. 1 i Ryc. 2. Na stronie 26 dysertacji,
skroty sideroforéw podano kursywa. Tymczasem skroty bialek piszemy wielka literg 1 bez kursywy, a
skroty genow piszemy malg litera 1 kursywa. Wydaje sig¢, iz Autorka zna powyzsza zasade, gdyz w
pozostalym tekscie nie znaleziono w/w odstgpstw. W pracy Doktorantka dos¢ nietypowo umieszcza
tytuly tabel pod tabelami. Natomiast jest generalnie przyjete, iz tytuly tabel winny poprzedzac tabele,
natomiast tytuly rycin umieszczamy pod rycinami. Nie jestem przekonana do sformowania ,,Usp jest
nowa genotoksyna”. Podejrzewam, ze Autorka ma na mysli, iz ,,Usp jest nowo opisang genotoksyng™.
Tych kilka potknie¢ jezykowych badz edytorskich nie stoi w sprzecznosci z moja pozytywna oceng

formy prezentacji rozprawy.

Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Sylwii Joanny Chmiclewskiej przedstawia interesujaca wartosc
naukowa z zakresu wirulencji i lekoopornosci szczepow uropatogennych E. coli. Doktorantka dobrze
zaplanowala i konsekwentnie zrealizowala badania oraz osiagneta interesujace wynikami. Praca
zostala starannie przygotowana, a drobne niedociggni¢cia edytorskie maja charakter techniczny i nie
moga w zaden sposob rzutowa¢ na wysoka merytoryczna ocen¢ rozprawy. Wobec powyzszego
stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa spetnia wymagania ustawy o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. Ustaw Nr 154 poz. 1365), stawiane
kandydatom ubiegajacym si¢ o stopien naukowy doktora. Z tego wzgledu wnosz¢ do Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

o dopuszczenie mgr Sylwii Joanny Chmielewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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