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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Sylwii Joanny Chmielewskiej pt. ., Analiza genetycznych
markerow wirulencji i profili lekoopornosci patogennych szczepow Escherichia coli
izolowanych od pacjentow ambulatoryjnych z zakazeniem uktadu moczowego™ wykonanej w
Zakladzie Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku pod kierunkiem dr hab. n.

med. Katarzyny Leszczynskiej

Zakazenia ukladu moczowego (ZUM) =zajmuja, po grypie i infekcjach
grypopodobnych, drugie co do czestosci wystgpowania schorzenie w populacji pozaszpitalnej,
zwhaszcza wsrod kobiet, stanowigc okoto 10-20% zakazen u pacjentow ambulatoryjnych.
Glownym czynnikiem etiologicznym tych zakazen sg bakterie Gram-ujemne z rodziny
Enterobacteriaceae, przede wszystkim uropatogenne szczepy Escherichia coli. Szczepy te
wykazuja znaczne zréznicowanie w zakresie czynnikow wirulencji, odpowiadajacych za
adhezje¢ bakterii do urothelium, zdolnos¢ ich przetrwania oraz inwazji ukltadu moczowego:
wiedza na temat czgstosci wystgpowania poszczegolnych czynnikow wirulencji pozwala na
zrozumienie zlozonych mechanizmoéw patogenezy ZUM. Ponadto, istotnym problemem jest
narastajaca opornos¢ uropatogennych szczepow E. coli na antybiotyki i chemioterapeutyki,
powszechnie stosowane w leczeniu ZUM, co jest wazne zwlaszcza z punktu widzenia

aktualizacji wytycznych terapii empirycznej tych zakazen u pacjentow ambulatoryjnych.

Celem pracy doktorskiej Pani mgr Sylwii Chmielewskiej byla wielostronna
charakterystyka populacji uropatogennych szczepéw E. coli izolowanych z przypadkéw
znamiennej bakteriurii u pacjentow ambulatoryjnych z rozpoznaniem lub podejrzeniem ZUM,
obejmujaca oceng przynaleznosci izolatow bakteryjnych do grup filogenetycznych, okreslenie
profili ich lekoopornosci z uwzglednieniem wystgpowania najwazniejszych mechanizméow
opornosci na antybiotyki beta-laktamowe, oceng czestosci wystepowania gendéw kodujgcych
wybrane czynniki wirulencji. Ponadto, istotne bylo dokonanie analizy zaleznosci pomig¢dzy

wirulotypem a profilem lekoopornosci badanych izolatow.



Oceniajgc prace pod wzgledem formalnym, nalezy zaznaczy¢, ze liczy ona 181 stron
oraz sklada sie z rozdzialow typowych dla rozpraw doktorskich o charakterze
eksperymentalnym takich, jak Wstep, Cel pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Pismiennictwo. Glowne rozdziaty
pracy poprzedzono Wykazem nazw i skrotow. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze ten Wykaz zostal
nadmiernie rozbudowany do 7 stron; powinny w nim pojawi¢ si¢ tylko najwazniejsze nazwy i
skroty, najczesciej uzywane w tekscie. Ponadto, w pracy zamieszczono Wykaz tabel oraz
Wykaz rycin. Pismiennictwo liczy 177 odpowiednio dobranych pozycji, w tym prawie

potowg publikacji z ostatnich pigciu lat.

Wstep pracy zawiera charakterystyke E. coli, z uwzglednieniem szczepow jelitowych i
pozajelitowych, w szczegolnosci szczepow uropatogennych i ich najwazniejszych czynnikow
patogennosci. We Wstepie przedstawiono problem biofilmu bakteryjnego, w tym rowniez w
aspekcie ZUM, klasyfikacj¢ i etiologi¢ tych zakazen oraz ich leczenie. Wstgp swiadczy o
ugruntowanej wiedzy Doktorantki w tematyce zwigzanej z rozprawa doktorska. Warto tez
zwroci¢ uwage, ze Doktorantka jest pierwszym autorem bardzo wartosciowej pracy
pogladowej dotyczacej znaczenia uropatogennych szczepow E. coli w etiopatogenezie ZUM
w swietle najnowszych badan, ktora ukazala si¢ w biezacym roku w Postgpach Mikrobiologii,

prestizowym czasopismie wydawanym przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologow.

W rozdziale Material i metody Doktorantka opisata szczegoétlowo pochodzenie i
pobieranie moczu od pacjentéw ambulatoryjnych — dzieci i dorostych z wojewddztwa
podlaskiego z rozpoznaniem lub podejrzeniem ZUM. Gdzie byly wykonywane te badania?
Czy pacjenci zostali poinformowaniu o udziale w badaniach? Czy odpowiednia Komisja
Bioetyczna wyrazila zgode na przeprowadzenie tych badan? Material do badan stanowito 113
szczepow E. coli wyizolowanych w monokulturze z przypadkéw znamiennej bakteriurii
ocenianej metodg Hoepricha. Izolacje i identyfikacje szczepow bakteryjnych wykonywano w
oparciu o klasyczne metody diagnostyczne, jak rowniez stosujgc metode profilu biatkowego
(tzw. biatkowego odcisku palca) przy uzyciu nowoczesnej techniki MALDI-TOF. Przyjmuje
si¢, ze jedna kolonia odpowiada jednej jednostce tworzacej kolonie, a nie jednej komorce.
Oczywisci, w przypadku bakterii Gram-ujemnych, w tym E. coli zazwyczaj odpowiada jednej
komorce. Oceng wrazliwosci badanych szczepéw E. coli na antybiotyki i chemioterapeutyki
wykonywano metoda dyfuzyjno-krgzkowg. Dobrze byloby jednak okresli¢ wartosci
najmniejszego st¢zenia hamujacego (MIC) dla badanych lekéw. Ponadto, opisano fenotypowe

metody wykrywania mechanizméw opornosci na antybiotyki beta-laktamowe jak,
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wytwarzanie beta-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL), cefalosporynaz
AmpC oraz karbapenemaz. W rozdziale tym opisano rowniez metodg izolacji DNA oraz
primery i warunki reakcji PCR (multiplex PCR) stosowane do oceny przynaleznosci
badanych szczepoéw E. coli do grup filogenetycznych oraz do wykrywania wybranych genow
wirulencji; opisano tez elektroforetyczng metodg detekeji produktow reakcji PCR. Zdolnos¢
badanych szczepdw E. coli do tworzenia biofilmu oceniano stosujac mikroskop konfokalny —
bakterie namnazano na szkietkach podstawowych, wybarwiajac biofilm za pomocg TTC. Do
analizy uzyskanych wynikéw zastosowano odpowiednie metody statystyczne. Przedstawiony
opis zastosowanych metod badawczych $wiadczy o ugruntowanej wiedzy Doktorantki w

zakresie metodyki badan przeprowadzonych w toku pracy doktorskiej.

W rozdziale Wyniki Doktorantka opisala uzyskane w toku pracy nastgpujace dane
eksperymentalne: (i) czestos¢ izolacji uropatogenéw, w tym E. coli, uwzgledniajac wiek i ple¢
pacjentow, (ii) ocene wrazliwosci badanych szczepow E. coli na antybiotyki i
chemioterapeutyki wraz 2z okresleniem profili lekoopornosci (iii) przynaleznosé
filogenetyczng badanych szczepow E. coli, (iv) czestos¢ wystepowania genéw kodujacych
wybrane czynniki wirulencji u badanych szczepow E. coli, w tym czynniki odpowiedzialne za
adhezje, transport zelaza, toksycznos¢ i inwazyjnosé, wraz z okresleniem zespotu genow, tzw.
wirulotypu, (v) analiz¢ Korelacji pomigdzy profilem lekoopornosci a przynaleznoscig
filogenetyczng badanych szczepow E. coli oraz wystgpowaniem poszczegolnych genow
odpowiedzialnych za ich wirulencje. Przedstawione wyniki $wiadcza o dobrym zaplanowaniu
poszczegbdlnych eksperymentow, stanowigcych spojng i logiczna catos¢é. Uzyskane wyniki
przedstawiono w postaci tabel i rycin. Tytuly tabel zazwyczaj umieszcza si¢ nad tabelami.
Bardziej czytelne byloby przedstawienie tabel i rycin zwigzanych z konkretnym problemem w
kontekscie omawianych wynikow, a nie ich grupowanie pod wzgledem formy prezentacji

wynikow.

Rozdzial Dyskusja stanowi wnikliwg i wszechstronng analiz¢ wynikéw uzyskanych
przez Doktorantk¢ w toku pracy w konfrontacji z wynikami innych autorow z osrodkow
badawczych w kraju i zagranica. Wazne jest odniesienie uzyskanych danych do wynikow
projektu ARESC (Antimicrobial Resistance Epidemiological Survey in Cystitis) —
wieloosrodkowego. miedzynarodowego, prospektywnego badania epidemiologicznego,
realizowanego w latach 2003-2006 wsrod kobiet z niepowiklanym zakazeniem dolnych drog
moczowych, w ktorym brat rowniez udzial promotor niniejszej rozprawy — dr hab. Katarzyna

Leszczynska. Badania epidemiologiczne tego typu majg istotny wymiar aplikacyjny,
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zwhaszcza w kontekscie rekomendowanej terapii empirycznej. Jest to wazne w sSwietle
narastajacej lekoopornosci bakterii, w tym réwniez uropatogennych szczepow E. coli,
zmieniajacej si¢ na przestrzeni lat oraz w zaleznosci od regionu geograficznej i badanej
populacji. W przypadku antybiotykow beta-laktamowych, monitorowanie lekoopornosci
uropatogenow wymaga rowniez okreslenia mechanizmu oporno$ci. Doktorantka zwraca
uwage, ze istotny problem wsréd uropatogennych szczepow E. coli moga stanowi¢ szczepy
ESBL-dodatnie, a realne zagrozenie w aspekcie skutecznosci antybiotyko- i chemioterapii
stanowig szczepy klasyfikowane jako MDR. Szczegdlny problem wsrod uropatogenow
stanowig szczepy oporne na beta-laktamy i fluorochinolony. Wazng czgscia Dyskusji,
zastugujgcg na szczegolng uwage jest analiza korelacji pomigdzy wystgpowaniem zespolow
genow wirulencji uropatogennych szczepow E. coli, a tym samym stopniem ich wirulencji w

zaleznosci od ich profili lekoopornosci i przynaleznosci do grup filogenetycznych.

Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka wyciggneta logiczne wnioski,
wskazujace, ze problem zakazen ukladu moczowego u pacjentow ambulatoryjnych w
aspekcie etiologii tych zakazen, wirulencji uropatogennych szczepow E. coli i1 ich

lekoopornosci jest aktualny, ztozony i wymaga ciggtego monitorowania.

Podsumowujgc, recenzowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne i wartosciowe
rozwigzanie problemu badawczego, jakim jest ocena wirulencji uropatogennych szczepow E.
coli izolowanych od pacjentow ambulatoryjnych w aspekcie przynaleznosci filogenetyczne) i
lekoopornosci tych bakterii. Pewne niedociggnigecia zauwazone w pracy, glownie o
charakterze redakcyjnym, nie umniejszaja jej wartosci i moga byc¢ skorygowane podczas
przygotowywania pracy do druku. Praca ma wazny aspekt poznawczy i praktyczny. Spetnia
ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim pod wzglegdem merytorycznym i
formalnym. Bioragc powyzsze pod uwage, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku o dopuszczenie Pani mgr Sylwii Joanny Chmielewskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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