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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR PIOTRA MAJEWSKIEGO
PT. ,MOLEKULARNE PODSTAWY OPORNOSCI NA KARBAPENEMY WSROD
KLINICZNYCH SZCZEPOW ENTEROBACTER CLOACAE”

Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Piotra Majewskiego zostata
wykonana w Zaktadzie Diagnostyki Mikrobiologicznej i Immunologii Infekcyjnej Wydziahu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku pod bezposrednim kierownictwem Pani Prof. dr hab. n. med. Elzbiety Anny
Tryniszewskiej i promotora pomocniczego Pana dr n. med. Piotra Wieczorka. Badania
przedstawione w rozprawie zostaly sfinansowane z dotacji projakosciowej Krajowego
Naukowego O$rodka Wiodgcego w ramach projektu S52-KNOW-2013 ,Molekularne
mechanizmy opornosci na karbapenemy wsrdd szczepdw Enterobacter cloacae”, ktdrego
kierownikiem byt Doktorant.

Narastajaca wielolekooporno$¢ bakterii na antybiotyki to jeden z waznigjszych
probleméw wspélczesnej medycyny zwigzany z kumulowaniem si¢ réznych mechanizmow
opornosci na rézne grupy lekéw co w istotny sposob ogranicza skutecznoS$¢ terapii w
chorobach infekeyjnych i stanowi przedmiot zainteresowania naukowcow catego $wiata. Do
lekéw  wykazujacych aktywno§é¢ wzgledem wiclolekoopornych —patogenéw naleza
karbapenemy o szerokim spektrum dziatania i wysokiej aktywnosci bakteriobdjczej, ale
trzeba takze zaznaczyé, ze coraz czeSciej izoluje si¢ mikroorganizmy oporne na te
antybiotyki. Zatem, wszystkie nowe osiggniecia naukowe w kierunku lepszego poznania
mechanizméw lekoopornosci, pokrewienstwa genetycznego, a co za tym idzie drog
rozprzestrzeniania si¢ patogendéw sa wazne nie tylko ze wzgledow naukowych, ale i
potencjalnie aplikacyjnych w terapii choréb infekcyjnych.

Z powyzszych wzgledow, podjety przez mgr Piotra Majewskiego temat badawczy
uwazam za merytorycznie istotny, a uzyskane w trakcie wykonywania pracy doktorskiej
wyniki niewatpliwie, wnosza do nauki $wiatowej nowe informacje i maja wplyw na jej

rozwoj.



Rozprawa doktorska Pana Piotra Majewskiego ma typowy uklad tego rodzaju prac
naukowych. Liczy 186 stron i skiada si¢ z nastgpujacych rozdziatoéw: Wstep, Cel pracy,
Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
Pismiennictwo i dodatkowo zawiera wykaz tabel, rycin i skrotow. W tekst rozprawy
Doktorant wkomponowat 31 tabel i 66 rycin. W réznych miejscach pracy doktorskiej mgr
Piotr Majewski powotuje si¢ na 390 pozycji literatury gltéwnie z ostatnich lat co potwierdza
aktualno$¢ problemu bedacego przedmiotem rozprawy doktorskie;.

Zawarty na 34 stronach ,,Wstep: podzielony jest na podrozdzialy obejmujace dwa
glowne zakresy tematyczne. Jeden z nich dotyczy charakterystyki antybiotykéw [-
laktamowych, a w szczegdlnosci karbapenemdw, mechanizméw ich dziatania, wlasciwosci,
wykorzystania, mechanizméw opornosci i interakcji tych mechanizméw, drugi za$ zwigzany
jest z taksonomig bakterii rodzaju Enterobacter, do ktorego nalezy Enterobacterc cloacae,
charakterystyki i chorobotworczosci E. cloacae i naturalnych mechanizméw opornosci tych
bakterii. Rozdziat ten opracowany jest w oparciu o bardzo bogata literature, jest logiczny,
wyczerpujacy i dobrze uzasadnia podjete cele badawcze, ktére uwazam za ambitne i
merytorycznie istotne. Moje drobne uwagi, ktére nie obnizajg wartoci merytorycznej tego
rozdzial dotycza:

1. Braku opisu skrétow uzytych w Tabeli 1, tj. Ti2, Crmax
2. Stwierdzenia na str. 29, B-laktamazy wykazujg pewien stopien homolgii z wybranymi

DD-peptydazami. Wedlug mnie powinno by¢ ,,...pewien stopien podobienstwa

sekwencji aminokwasowej....”.

3. Zdania na str. 40, ,.....Enterobacter sakazakii zostal przeniesiony do nowego gatunku

Cronobacter....” 1 podana jest tylko nazwa rodzajowa.

Cele pracy, opisane w kolejnym rozdziale, sa przedstawione dokladnie oraz
jednoznacznie i uwazam je za powazne wyzwanie naukowe, ktérych realizacja nie byla
zadaniem latwym i wymagala przeprowadzenia wielu badan réznymi specjalistycznymi
technikami.

Rozdziat ,Materialy i metody” zostal podzielony na dwie podstawowe czgsci. W
pierwszej z nich Autor przedstawil material badaczy, tj. szczepy E. cloacae z kolekcji
Zaktadu Diagnostyki Mikrobiologicznej i Immunologii Infekcyjnej UM w Bialymstoku
pochodzace od pacjentéw hospitalizowanych. 44 z nich to bakterie oporne na co najmniej
jeden zwiazek przeciwbakteryjny z grupy karbapeneméw (R), a 21 to wrazliwe na
karbapenemy izolaty stanowigce grupe kontrolng (S). W drugim podrozdziale Doktorant

opisat metody fenotypowe wykorzystane w badaniach, t.: dotyczace biochemicznej
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identyfikacji izolatow E. cloacae, oceny ich lekowrazliwosci, detekcji: ESBL,
cefalosporynazy AmpC i karbapenemaz metoda dyfuzyjno-kragzkowa oraz biochemiczny test
Carba-NP do identyfikacji aktywnosci karbapenemaz jak i metody molekularne wiaczajac
izolacje i oczyszczanie genomowego DNA i RNA, lancuchowg reakcj¢ polimerazy do
amplifikacji badanych gendéw, analiz¢ produktow reakcji PCR, ilosciowg reakcje polimerazy
(qPCR) do oceny poziomu ekspresji gendw, metodg MLST do okredlenia pokrewienstwa
genetycznego badanych szczepéw i analize statystyczng przy udziale oprogramowania
Statistica 12 wykorzystujgc rézne testy w analizie danych. Wszystkie techniki badawcze
zostaly szczegétowo opisane i dobrze dobrane do realizacji celéw pracy. Doktadny t klarowny
opis metod badawczych zawsze pochwalam gdyz takie podejscie ulatwia interpretacje
wynikéw i pozwala na powtorzenie procedury bez wigkszych probleméw. Mam trzy drobne
uwagi. Jedna dotyczy Ryciny 2. W opisie jest informacja, ze w detekcji P-laktamaz i
cefalosporynazy AmpC s3 wykorzystane dwa podloza, tj. z kloksacyling i bez kloksacyliny, a
na zdjeciu jest tylko jedna plytka, zatem prosze o kilka stéw wyjasnienia. Druga odnosi si¢ do
skroconej formy stowa rybonukleaza, ktéry powinno si¢ pisa¢ RNaza, trzecia stowa ,,harpin”
moim zdaniem powinno sig pisa¢ struktura szpilki do wlosow.

W kolejnym rozdziale ,,Wyniki” Doktorant jasno omowit wszystkie uzyskane wyniki i
zamieécil je na 57 stronach, proporcjonalnie do wielkosci zadania. Zostaly one nie tylko
dobrze opisane, ale takze klarownie przedstawione na rycinach i w tabelach. Pierwszy etap
badan dotyczyt odsetka szczepow E. cloacae pochodzacych od pacjentéw z réznych klinik i
oddzialéw intensywnej terapii i opieki medycznej. Zdecydowanie najwigcej szczepow
(43,2%) pochodzito z oddziatléw intensywnej opieki medycznej, a ich glownym zrddiem byt
material pobrany z ukfadu oddechowego (30,8%) i moczowego (23,1%). Z ukiadu
moczowego i oddechowego pochodzil réwniez najwigkszy odsetek szczepow E. cloacae
opornych na karbapenemy, tj., odpowiednio 34,1% i 20,5%.

Drugim watkiem recenzowanej pracy byla wrazliwos¢ badanych izolatow E. cloacae
na pieé antybiotykdw z grupy karbapenemow i cztery leki z grupy cefalosporyn. Doktorant
wykazat, ze ertapenem charakteryzuje sie najwyzsza wartoscia MIC w grupie szczepow
opornych na karbapenemy, a najnizsza doripenem i biapenem, podczas gdy w grupie
szczepoéw wrazliwych na karbapenemy najmniej aktywnym karbapenemem okazal sig
imipenem.

W oparciu o wartosci MIC, zgodnie z kryterium EUCAST, mgr Piotr Majewski
sklasyfikowat badane szczepy (z dwoéch grup badanych) jako wrazliwe, sredniowrazliwe 1

oporne oraz ocenit ich procentowy sktad. Wykazat, ze wszystkie szczepy z grupy opornych na
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karbapenemy s3 oporne na ertapenem, a takze na cefalosporyny, podczas gdy wszystkie
szczepy z grupy wrazliwych na karbapenemy byly wrazliwe na wszystkie badane antybiotyki
z grupy karbapeneméw, a najaktywniejsza substancja z grupy cefalosporyn, wzgledem tych
bakterii, byt cefepin (71% szczepoéw wrazliwych).

Ze wzgledu na coraz czestsze wystgpowanie paleczek Gram-ujemnych
wytwarzajacych B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL), Doktorant
okreslit czestosé wystepowania mechanizmu ESBL w grupie badanych szczepéw E. cloacae
opornych na przynajmniej jeden zwiazek z grupy karbapeneméw (R) i w grupie szczepow
wrazliwych na karbapenemy (S). Stosujac test ,,dwadch krazkéw”™ stwierdzit podobng czgstosc
mechanizmu ESBL wéréd wrazliwych jak i opornych szczepow, odpowiednio 48% i 41%.
Stosujgc inhibitory karbapenemaz nie wykazal enzymatycznej opornosci na karbapenemy w
populacji szczepéw badanych, jakkolwiek wykorzystujac test ,Carba-NP” wykazal
aktywno$¢ karbapenemazy w dwoch izolatach, R3 i R4, co zostato potwierdzone poprzez
amplifikacje genu blaoxa.4s kodujacego nabyta karbapenemazg i analizg jego sekwencji. Moje
pytanie do Doktoranta dotyczy stopnia podobienstwa sekwencji zamplifikowanego genu
blaoxaas do sekwencji referencyjnych genéw tej karbapenemazy z bazy danych, jako ze nie
znajduje tej informacji w pracy doktorskie;.

Nastepny etap badan dotyczyt analizy relatywnych zmian poziomu ekspresji gendéw
kodujacych chromosomalng cefalosporynaze AmpC i genéw kodujacych biatka porynowe
OmpF i OmpC. Na potrzeby analizy statystycznej, Doktorant zastosowat przeksztalcenie
logarytmiczne otrzymanych wartoéci krotno$ci zmian (FC) poziomu ekspresji genow
wzgledem genoéw szczepu referencyjnego stanowigcego punkt odniesienia. Wszystkie
patogeny z grupy ,,R”, z wyjatkiem R4, wykazaty hiperprodukcje transkryptu genu ampC, a
wickszo$é z nich (53%) wykazata relatywny spadek ekspresji genu kodujgcego biatko Ompk,
podczas gdy w populacji szczepéw E. cloacae wrazliwych na karbapenemy, relatywny spadek
ekspresji genu ompF mgr Piotr Majewski zanotowat jedynie u 19% szczepéw. Jesli idzie o
gen ompC to relatywny spadek ekspresji tego genu zostat stwierdzony znacznie czgsciej w
grupie szczepow ,,S” (33%) niz w wsréd szezepdw ,,R” (9%), w ktdrej to grupie az 55,8%
izolatow ujawnito zwigkszong ekspresj¢ ompC.

Wysoko oceniam pomyst mgr Piotra Majewskiego przydzielenia szczepom E. cloacae
okreslonych genotypow (9) w oparciu o balans porynowy ompF/ompC, ktéry obrazuje
relatywne zmiany ekspresji genow ompF i ompC jak i analizg stopnia polaryzacji balansu
porynowego w kierunku ekspresji genu ompC co moze miec zwiazek z rozwojem opornosci

na karbapenemy.



Za bardzo wazne zadanie uwazam réwniez analize poréwnawczg zaleznosci wartosci
MIC poszezegdlnych antybiotykéw z poziomem zmian ekspresji gendéw bla gmpc oraz genow
ompF i ompC wykorzystujac wspdlczynnik korelacji Pearsona. Na podstawie tej analizy mgr
Piotr Majewski wykazal, ze relatywny spadek ekspresji genu ompF koreluje dodatnio z
warto$ciami MIC antybiotykéw B-laktamowych. Ujemna korelacj¢ Autor wykazal migdzy
warto$ciami MIC antybiotykéw B-laktamowych a relatywnymi zmianami poziomu ekspresji
genu ompC, ktory koduje biatko porynowe tworzace kanal o matej $rednicy. Mgr Piotr
Majewski okreslil rowniez korelacj¢ migdzy wartosciami wskaznika derepresja-polaryzacja
(WDP) a wartosciami MIC antybiotykéw B-laktamowych.

Ostatni etap badan Doktoranta to analiza pokrewienstwa genetycznego badanych
szczepOw E. cloacae w oparciu o analize poréwnawcza sekwencji siedmiu genow
metabolizmu podstawowego wykorzystujac technike MLST. Stosujac t¢ metodg¢ mgr Piotr
Majewski opisat pie¢ unikatowych alleli gendéw i pieé nowych typow sekwencyjnych (ST).
Pokrewienstwo poszczegdlnych typoéw sekwencyjnych badanych szczepow E. cloacae,
Doktorant zobrazowal na filogramie, ktory wskazuje na wysoki stopief zréznicowania typow
sekwencyjnych wsrdéd szczepéw wrazliwych na karbapenemy, bez dominujacego typu
sekwencyjnego, podczas gdy w populacji szczepéw ,,R” zdecydowanie dominuje typ
sekwencyjny ST-89 (88,6% izolatdw) co sugeruje ich klonalne pochodzenie 1
rozprzestrzenianie si¢  wér6éd pacjentow Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego i
Uniwersyteckiego Dziecigcego Szpitala Klinicznego w Bialymstoku.

Na koniec omawiania tej czesci pracy doktorskiej, dwie drobne uwagi dotyczace:
braku objasnien niektérych skrotéw uzytych w tabelach i na rycinach oraz takich stwierdzen
jak, np. hiperprodukcjia bakteryjnego enzymu klasy C (str. 78), wskaznik poziomu
hiperprodukcji cefalosporynazy, do dyskusji, bo przeciez Doktorant badat poziom ekspresji
gendw, a nie poziom biatek.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki zostaly oméwione w rozdziale ,,Dyskusja” na tle
dostepnych danych giéwnie z najnowszej literatury przedmiotu. Rozdzial ten napisany jest
bardzo dojrzale i komunikatywnie, a jego lektura nie pozostawia watpliwosci, ze mgr Piotr
Majewski bardzo dobrze zna aktualny stan wiedzy w zakresie prowadzonych badan.
Doktorant rzeczowo i wszechstronnie konfrontuje wyniki wiasne z danymi z literatury. Z
,Dyskusji” jednoznacznie wynika jak wazne zadanie zostato podjete w pracy doktorskie;
przez mgr Piotra Majewskiego i jak ogromnie zlozone sg problemy badane przez Doktoranta.
Rozprawe koncza wspomniane wczesniej ,,Wnioski”, ,.Streszczenie” w jezyku polskim 1

angielskim, ,,Pi§miennictwo” oraz informacja o finansowaniu badan. Zaden z tych rozdzialow
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nie budzi moich zastrzezen. Wnioski zostaly sformulowane adekwatnie do uzyskanych
wynikow i wyraznie wskazuja na duze znaczenie poznawcze przeprowadzonych badan. W
syntetyczny i klarowny sposob zostal opracowany rozdziat ,,Streszenie”, w ktorym Autor, po
krotkim wstepie dotyczgcym narastajgcej antybiotykoopornosci i zagrozen z tym zwigzanych,
przedstawil swoj material badawczy i najwazniejsze uzyskane wyniki. Rozdziat ten Doktorant
zakonczyl refleksja, ze coraz czgstsze wystgpowanie wielolekoopornych bakterii moze
doprowadzi¢ do takiej sytuacji jaka miata miejsce przed wprowadzeniem do leczenia
pierwszego leku przeciwbakteryjnego. Spis literatury jest staranny, a zgromadzona literatura
zostala umiejetnie wykorzystana w rozdziale ,,Wstgp” i ,,Dyskusja”.

Reasumujgc stwierdzam, ze szeroko zakrojone i pracochlonne badania zostaly
przeprowadzone prawidlowo pod wzgledem metodycznym. Tak wykonane badania
uwiarygodniajg uzyskane wyniki i wyciggnigte wnioski, a ich niewatpliwe znacznie
poznawcze z pewnymi aspektami aplikacyjnymi jest niezwykle wazne.

Whiosek koncowy

Majagc na uwadze przedstawione dane dotyczace formalnej, metodycznej i
merytorycznej oceny pracy doktorskiej Pana mgr Piotra Majewskiego pt. ,Molekularne
podstawy opornosci na karbapenemy wsrod klinicznych szczepdw Enterobacter cloacae™
stwierdzam, Ze rozprawa stanowi oryginalne osiggni¢cie naukowe i wnosi nowe dane do
nauki. Doktorant wykazal si¢ bardzo dobrg znajomoscig literatury przedmiotu, umiejgtnosciag
wykorzystania nowoczesnych technik badawczych i duzg konsekwencja w realizacji
zatozonych celow.

W swietle powyzszych danych uwazam, Zze rozprawa doktorska mgr Piotra
Majewskiego spelnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z
powyzszym wnosze do Rady Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie Pana mgr Piotra
Majewskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na bardzo
wysoki poziom merytoryczny i metodyczny ocenianej rozprawy oraz bardzo staranne i
przejrzyste opracowanie uzyskanych wynikow, stawiam wniosek do Wysokiej Rady
Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o wyr6znienie recenzowanej pracy doktorskiej mgr Piotra

Majewskiego stosowng nagroda.
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