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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Piotra Majewskiego pt. ,, Molekularne podstawy

opornosci na karbapenemy wsrod klinicznych szczepow Enterobacter cloaceae™ wykonanej
w Zakladzie Diagnostyki Mikrobiologicznej i Immunologii Infekcyjnej pod kierunkiem Pani
prof. dr hab. n. med. Elzbiety Anny Tryniszewskiej oraz promotora pomocniczego Pana drn

med. Piotra Wieczorka

Enterobacter cloacae jest waznym czynnikiem etiologicznym zakazen szpitalnych ze
wzgledu na jego szerokie rozpowszechnienie w srodowisku, mozliwos¢ kolonizacji przewodu
pokarmowego oraz wielolekoopornosé. Ten oportunistyczny drobnoustrdj stanowi szczegolne
zagrozenie dla pacjentow oddziatéw intensywnej opieki medycznej. Wazna grupa
antybiotykéw zachowujacych aktywnosé wobec wieloopornych patogendw sa karbapenemy,
zwane ,,lekami ostatniej szansy”. Niestety coraz czgsciej wérdd pateczek Gram-ujemnych,
zwlaszcza nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae, izolowane sg szczepy kliniczne oporne
na karbapenemy. Rozprzestrzenianie si¢ bakterii opornych na karbapenemy, w szczegolnosci

wytwarzajacych karbapenemazy, jest waznym problemem epidemiologicznym i klinicznym.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Piotra Majewskiego jest
kolejna praca zrealizowang w zespole badawczym kierowanym przez Panig prof. dr hab.
Elzbiete A. Tryniszewska, dotyczacg molekularnych podstaw lekoopornosci bakteryjnych
patogenow wystepujacych w Polsce ponocno-wschodniej jako wazne czynniki etiologiczne

zakazen szpitalnych.

Celem pracy doktorskiej Pana mgr Piotra Majewskiego byla analiza feno- i
genotypowa opornosci na karbapenemy wsrdd klinicznych szczepow E. cloacae, izolowanych
od pacjentéw hospitalizowanych w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym oraz

Uniwersyteckim Dziecigcym Szpitalu Klinicznym w Biatymstoku.



Przedstawiona do recenzji praca liczy 186 stron oraz zawiera 31 tabel i 66 rycin.
Glowne rozdzialy pracy sa typowe dla dysertacji doktorskich o charakterze doswiadczalnym,
tj. Wstep, Cel pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenia w jezyku
polskim i angielskim oraz Pismiennictwo. Pi$miennictwo liczy az 390 pozycji. Moim
zdaniem nalezato dokonaé selekcji pozycji literaturowych, pozostawiajac tylko te
opublikowane w ciagu ostatnich 5-10 lat. Ponadto, w pracy zamieszczono Wykazy tabel i
rycin oraz Wykaz skrétow. W Wykazie skrotow niepotrzebnie uwzglgdniono nawet
powszechnie uzywane skroty, nie wymagajace wyjasnienia. Ponadto, w pracy Zamieszczono
réwniez rozdzial Finansowanie badan, w ktorym zaznaczono, ze badania bedace przedmiotem
recenzowanej dysertacji byly finansowane z dotacji projakosciowej Krajowego Naukowego
Osrodka Wiodacego w ramach projektu 52-KNOW-2013 , Molekularne mechanizmy
opornosci na karbapenemy wsréd klinicznych szezepow Enterobacter cloacae”
prowadzonego przez Doktoranta w Zaktadzie Diagnostyki Mikrobiologicznej i Immunologii

Infekcyjne;.

We Wstepie, liczacym 34 strony, Doktorant omawia szczegotowo karbapenemy iich
znaczenie we wspoltczesnej antybiotykoterapii, z uwzglgdnieniem mechanizméw opornosci na
te grupe antybiotykéw. Podrozdziat dotyczacy mechanizmow opornosei na karbapenemy
zashiguje na szczegblne wyrédznienie, poniewaz zawiera wyczerpujace i wicloaspektowe
przedstawienie problemu, zwracajac uwagg na feno- i genotypowe podstawy tych
mechanizméw oraz ich réznorodnosé, wspotwystgpowanie i mozliwe interakcje. Doktorant
przedstawia réwniez znaczenie bakterii z rodzaju Enterobacter, w tym E. cloacae, jako
czynnikow etiologicznych zakazen, zwlaszeza zakazen szpitalnych. Jednak omawiajac
lekooporno$¢ Enterobacter spp. koncentruje si¢ tylko na naturalnych mechanizmach

warunkujacych to zjawisko.

W rozdziale Materiaty i metody (26 stron) Doktorant opisal materiat badawczy, ktory
stanowilo 65 klinicznych izolatéw E. cloacae podzielonych na 2 grupy: (i) 44 szczepy oporne
na co najmniej jeden z karbapeneméw (grupa ,,R™), (ii) 21 szczepdéw losowo wybranych
wrazliwych na karbapenemy (grupa ,,S”). Ponadto, Doktorant szczegdtowo opisat metodyke
prowadzonych badan. Badania fenotypowe obejmowaly: (i) biochemiczna identyfikacje
izolatow, (ii) oznaczanie najmniejszego stezenia hamujacego wzrost bakterii (MIC) dla
badanych karbapenemow, tj. ertapenemu, imipenemu, meropenemu, doripenemu i biapenemu
oraz innych, wybranych antybiotykow beta-laktamowych z grupy cefalosporyn: cefepimu,

ceftriaksonu, cefotaksymu i ceftazydymu, (iii) wykrywanie zdolnosci do produkcji beta-



laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL) oraz chromosomalne;
cefalosporynazy AmpC przy uzyciu klasycznego oraz zmodyfikowanego testu dwoch
krazkow opartego o metode krazkowo-dyfuzyjna, (iv) wykrywanie zdolnosci do produkcji
karbapenemaz przy uzyciu testu kombinacji opartego o metodg krazkowo-dyfuzyijng oraz
testu biochemicznego Carba-NP. Badania molekularne obejmowaly: (i) izolacj¢ genomowego
DNA, (ii) izolacje i oczyszczanie catkowitego RNA, (iii) projekiowanie starterow
oligonukleotydowych do reakcji PCR przy uzyciu sekwencji zdeponowanych w bazie NCBI
(National Center for Biotechnology Information) oraz sprawdzanie ich specyficznosci przy
uzyciu bazy BLAST, (iv) amplifikacje genow kodujacych biatka porynowe ompC 1 ompF,
chromosomalng cefalosporynaze AmpC — ampC oraz karbapenemazy z grupy OXA-48,
OXA-51, OXA-48, NmcA/IMI i GES w reakeji PCR, (v) oceng ekspresji genow kodujacych
chromosomalng cefalosporynaze AmpC — amp( oraz biatka porynowe ompC 1 ompF w
reakcji qPCR, (vi) oceng pokrewienstwa genetycznego badanych szczepéw metodg MLST
(multi-locus sequence typing). Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej przy
uzyciu odpowiednio dobranych testow, stosujac oprogramowania Statistica 12. W tym
Rozdziale nalezatoby dokona¢ korekty numeracji tabel i rycin w tekscie, np. na str. 63.
Nalezy podkresli¢, ze nowoczesny warsztat badawczy zastosowany przez Doktoranta do
rozwigzania problemu naukowego postawionego w recenzowanej pracy jest adekwatny do

zakresu planowanych badan.

Rozdziat Wyniki, liczacy 57 stron, obejmuje oméwienie uzyskanych wynikow wraz z
obszerna dokumentacja w postaci tabel i rycin. W toku badan wykazano, ze najwigkszy
odsetek badanych szczepow E. cloacae (ponad 40%), w tym szczepdw opornych na
karbapenemy (ponad 50%) pochodzit od pacjentéw hospitalizowanych na Oddzialach
Intensywnej Terapii. Wysoki odsetek badanych szczepow (16,9%), w tym szczepow
opornych na karbapenemy (15,9%) pochodzit od pacjentéw hospitalizowanych w Klinice
Hematologii. Najwiekszy odsetek badanych szczepow, w tym szczepoéw opornych na
karbapenemy izolowano z materialéw klinicznych pobranych z uktadu moczowego i
oddechowego (ponad 50%). Wszystkie szczepy oporne na karbapenemy (z grupy ,,R”) byly
oporne na ertapenem oraz na badane cefalosporyny, natomiast w przypadku pozostatych
karbapenemow odsetek szczepéw opornych i sredniowrazliwych wynosit odpowiednio 0-11%
i 5-16%. Ponadto, u 41% szczepow z grupy ,.R” wykazano wystgpowanie ESBL. Zdolnos¢ do
wytwarzania karbapenemaz wykazano tylko u 2 szczepow z tej grupy: u tych SZCZepOwW

wykryto gen blaoxass. Nalezy zaznaczy¢, ze karbapenemazy z grupy OXA-48 s rzadko



izolowane w Polsce. Poszukujac mechanizmu opornosci na karbapenemy w badanej grupie
szczepow w dalszym etapie pracy przeprowadzono analizg ekspresji genow kodujacych
biatka porynowe ompC i ompF oraz chromosomalng cefalosporynazg AmpC — ampC,
oceniajgc relatywne zmiany poziomu ekspresji tych genow. Zdecydowana wigkszosc (97,7%)
szczepdw z grupy ,,R” wykazywata hiperprodukcjg cefalosporynazy AmpC. Najcieckawsza
cze$¢ wynikow stanowi analiza zmian ekspresji genéw kodujacych biatka porynowe ompC 1
ompF w obydwu grupach badanych szczepow, tj. w grupie ,,R” i grupie ,,S”. W oparciu o
uzyskane wyniki wyrézniono dziewigé wariantow genotypowych obrazujacych zaleznosci
pomigdzy poziomem transkryptow dwoch biatek porynowych OmpC i Ompk, tzw. genotypy
balansu porynowego. Wykazano, ze genotypy balansu porynowego wykazujace polaryzacje w
kierunku produkcji biatka OmpC (waski kanat porynowy) byty charakierystyczne dla
szczepéw z grupy ,,R”, podczas gdy genotypy balansu porynowego wykazujace polaryzacj¢ w
kierunku produkeji biatka OmpF (szeroki kanat porynowy) byly charakterystyczne dla
szczepow z grupy ,,S”. Uzyskane wyniki wskazywaly, ze wsrod szczepow grupy ,,R”
polaryzacja balansu porynowego w kierunku produkcji biatka OmpC moze mie¢ potencjalny
zwiazek z rozwojem opornosci na karbapenemy. Kolejny etap pracy dotyczy} poszukiwania
korelacji pomiedzy obserwowanymi zmianami w ekspresji ww. genéw a wartosciami MIC
dla karbapenendw i cefalosporyn. Wprowadzono réwniez sumaryczny wskaznik derepresja-
polaryzacja, obrazujacy hiperprodukcje cefalosporynazy AmpC wraz z wartoscia polaryzacji
balansu porynowego w kierunku biatka OmpC. W zaleznosci od badanego antybiotyki -
wspolezynniki korelacji wahaty sie od wartosci bardzo wysokiej do umiarkowanej. W
ostatnim etapie pracy okreslono pokrewienstwo genetyczne badanych szczepéw metoda
MLST. W grupie ,,R” dominowat jeden typ sekwencyjny (ST-89), obejmujacy prawie 90%
szczepow, co $wiadczy o klonalnym rozprzestrzenianiu si¢ szczepoéw opornych na

karbapenemy.

W rozdziale Dyskusja (11 stron) Autor dokonal analizy uzyskanych wynikéw na tle
danych dotyczacych znaczenia zaburzen przepuszczalnosci btony zewnetrznej bakterii Gram-
ujemnych w rozwoju opornosci na antybiotyki beta-laktamowe, w tym na karbapenemy.
Rozdzial ten $wiadczy o duzej i ugruntowanej wiedzy Autora w zakresie tematyki zwigzanej z
praca, w tym molekularnych podstaw lekoopornosci bakterii. Czy moga prosi¢ o wyjasnienie
znaczenia nadprodukeji chromosomalnej cefalosporynazy AmpC w rozwoju opornosci na

karbapenemy?



We Whioskach konczacych prace Autor zwraca uwage na najwazniejsze wyniki
uzyskane w pracy. Podkresla wysoki stopien opornosci badanych szczepéw E. cloacae na
etrapenem, postuluje wystgpowanie trzech mechanizméw uczestniczacych w rozwoju
opornosci na karbapenemy (karbapenemazy, nadprodukcja AmpC, polaryzacja balansu
porynowego OmpF/OmpC w kierunku biatka OmpC) oraz wskazuje na mozliwos¢

klonalnego rozprzestrzeniania si¢ szczepow opornych na karbapenemy.

Podsumowujac, recenzowana dysertacja doktorska stanowi oryginalne opracowanie,
bardzo warto$ciowe zarowno pod wzgledem poznawczym jak i praktycznym, wpisujace si¢ W
ogolnoswiatowy trend badan nad lekoopornoscia bakterii na poziomie molekularnym. Jest to
szczegOlnie wazne w dobie narastajacej opornosci bakterii na antybiotyki i
chemioterapeutyki, zwlaszcza wsrod patogenow szpitalnych nalezacych do grupy tzw.
patogenow alarmowych. Praca ta posiada wysoka warto$¢ merytoryczng, pomimo pewnych
niedociagnigé o charakterze redakcyjnym i bledow edytorskich. Recenzowana praca speinia
wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim zarowno pod wzgledem formalnym
jak i merytorycznym. W zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr Piotra Majewskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczna
recenzowanej rozprawy doktorskiej i jej znaczenie w aspekcie ogolnoswiatowego problemu
opornosci bakterii Gram-ujemnych, w tym Enterobacteriaceae, na karbapenemy, stawiam

wniosek 0 wyrdznienie tej pracy.
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