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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR ANNY SIENKO
PT. ,,GENETYCZNE PODSTAWY LEKOOPORNOSCI I WIRULENCJI
KLINICZNYCH SZCZEPOW
ENTEROCOCCUS FAECALIS I ENTEROCOCCUS FAECIUM”

Rozprawa doktorska mgr Anny Siefiko jest mocno osadzona w tematyce badan Pani prof. dr
hab. Elzbiety Tryniszewskiej, kierownika Zakladu Diagnostyki Mikrobiologicznej i Immunologii
Infekcyjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku i promotora ocenianej rozprawy. Badaniom
prowadzonym pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Elzbiety Tryniszewskiej mozna przypisa¢ co
najmniej dwie wyrozniajace si¢ cechy, tj. wieloletnie zainteresowanie narastajacg opornoscia bakterii
na antybiotyki i niestychanie solidna i konsekwentng metodologia badawczg.

Oceniana praca doktorska, wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Elzbiety
Tryniszewskiej jest dzielem obszernym i waznym. Badania mgr Anny Sienko, przeprowadzone w
ramach rozprawy doktorskiej, dotycza narastajgcej opornosci na antybiotyki wsrod szczepow
Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium i wskazuja na konieczno$¢ cigglego monitorowania
lekoopornosci tych bakterii, ich wirulencji, pokrewienstwa i rozprzestrzeniania si¢ w oparciu o metody
fenotypowe i molekularne zwiazane z analiza genoéw determinujgcych powyzsze cechy.

Narastajaca i szybko rozprzestrzeniajaca si¢ oporno$¢ bakterii na antybiotyki, w tym
wielolekoopornoéé wystepujaca gléwnie w $rodowisku szpitalnym, to jeden z wazniejszych
probleméw zdrowia publicznego na $wiecie. Konsekwencja tego zjawiska jest ograniczenie
skutecznosci leczenia infekcji, a wigc i zwigkszona zachorowalnos¢ oraz smiertelnos¢ zwlaszcza
wérod  0séb z deficytami uktadu immunologicznego. Z powyzszych wzgledéw, kazde nowe
osiagniecie naukowe w kierunku lepszego poznania mechanizméw lekoopornosci, pokrewienstwa
genetycznego, a co za tym idzie drog rozprzestrzeniania si¢ mikroorganizméw patogennych sg wazne
nie tylko ze wzgledow naukowych, ale i potencjalnie praktycznych, tj. w terapii chordb infekcyjnych.

Z powyzszych wzgledow, problem badawczy podjety przez mgr Anng Siefiko w rozprawie
doktorskiej uwazam za merytorycznie istotny, a wyniki uzyskane w trakcie wykonywania pracy
doktorskiej niewatpliwie wnosza do nauki $wiatowej nowe informacje i wptywaja na jej rozwgj.

Rozprawa napisana jest wedlug tradycyjnego ukladu prac naukowych z dziedziny nauk
biologicznych. Praca liczy 224 strony, opatrzona jest 29 tabelami, 47 rycinami, wykazem skrotow
wykorzystanych w rozprawie oraz informacja o Zrodtach finansowania badan. Praca doktorska mgr

Anny Sienko podzielona jest na rozdzialy zatytutowane: Wstep, Cel Pracy, Materiaty i Metody,
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Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie, Summary, Pi$miennictwo i Finansowanie Badan. W
réznych miejscach pracy doktorskiej mgr Anna Siefiko powoluje si¢ na 368 pozycji literatury glownie
z ostatnich lat co potwierdza aktualno$¢ problemu bgdacego przedmiotem rozprawy doktorskiej.

Oceniana rozprawa jest starannie przygotowana i napisana jest poprawnym jezykiem
naukowym (drobne potknigcia w tym wzgledzie wymieni¢ w dalszej czgsci recenzji).

W obszernym ,,Wstepie”, liczacym 46 stron, Doktorantka przedstawifa: taksonomig i historie
badaf taksonomicznych bakterii rodzaju Enterococcus, ich morfologi¢ i cechy biochemiczne
zobrazowane na rycinach i w tabeli, miejsca ich bytowania, zakazenia przez nie wywolane, opisala
czynniki wirulencji, mechanizmy opornosci na antybiotyki i wskazata na konieczno$¢ monitorowania
lekowrazliwo$ci i wirulencji bakterii rodzaju Enterococcus w szpitalu i na poziomie globalnym.
Rozdzial ten opracowany jest ciekawie. Wskazuje on, ze mgr Anna Siefiko bardzo dobrze zna
zagadnienia zwigzane z tematem pracy doktorskiej. Informacja zawarta we ,Wstgpie” jest rowniez
dobrym uzasadnieniem podjgtych zadan badawczych , w pelni zrealizowanych przez mgr Anng Sienko
w trakcie wykonywania pracy doktorskiej. Moje drobne uwagi, ktére absolutnie nie obnizajg wartosci
merytorycznej tej czgsci pracy dotycza nastgpujacych stwierdzen:

Doktorantka np. pisze ,.Enterococcus syntetyzuja D-mleczan”, wg mnie powinno by¢ bakterie rodzaju
Enterococcus syntetyzuja D-mleczan;

Stwierdzenia ,,zdolno$¢ do rozktadu argininy” str. 20, czy w tym wypadku arginina miata stuzy¢ jako
zrodlo wegla (tak przypuszczam) czy tez azotu;

Zdolnosci bakterii rodzaju Enterococcus do wytwarzania zewnatrzkomoérkowych nadtlenkéw i ich
wplywu na wzmozony wzrost, czy tutaj chodzi o eliminacj¢ konkurentéw o pokarm???, proszg o kilka
stow wyjasnienia;

Okreslenia ,,Feromon aktywuje syntezg wielu genow”, str. 34;

Przyrostkow w nazwach antybiotykow, czy piszemy gentamicyna czy tez gentamycyna, podobnie,
netylmicina czy tez netylmycina;

Podjednostka 12S rRNA str. 46.

Cel pracy doktorskiej zostal sformulowany jasno i uwazam go za powazne wyzwanie
naukowe. Doktorantka przedstawita réwniez cztery szczegélowe zadania badawcze. Podjgcie si¢
identyfikacji genow determinujacych opornos¢ bakterii na badane antybiotyki i genéw kodujacych
czynniki wirulencji oraz analiza pokrewiefistwa genetycznego klinicznych szczepéw E. faecalis i E.
faecium byly waznymi zadaniami nie tylko poznawczymi, ale i potencjalnie praktycznymi.

Kolejny rozdzial obejmuje opisy materialéw i metod zastosowanych w pracy. Autorka
scharakteryzowata materiat badawczy, ktérym byly szczepy E. faecalis i E. faecium i przedstawita ich
pochodzenie. Opisata fenotypowe metody wykorzystane w charakterystyce tych szczepOw, tj.: testy
biochemiczne, analize lekowrazliwosci, zdolnosci hemolitycznych, zdolnosci do tworzenia biofilméw,

test detekcji p-laktamaz oraz metody molekularne takie jak: izolacja DNA chromosomalnego i



plazmidowego, analiza ilosciowa i jakosciowa DNA, amplifikacja badanych genow, elektroforetyczny
rozdzial produktéw reakcji PCR, analiza pokrewienstwa badanych szczepéw w oparciu o potgczone
sekwencje siedmiu genéw metabolizmu podstawowego metoda MLST. Przedstawita w jaki sposob
okreslala typy sekwencyjne badanych izolatéw i kompleksy klonalne, a na koricu Doktorantka opisafa
metody i testy statystyczne wykorzystane w analizie wynikow. Wszystko to zostalo takze dobrze
zobrazowane na rycinach i tabelach.

Konczac ocene tego rozdzialu stwierdzam, ze zakres metod, a wige i badan byt stosowny do
zalozonych celoéw, i ze techniki badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej zostaly opisane
doktadnie, co niewgtpliwie ulatwia interpretacjg wynikow.

Rezultaty pracy mgr Anna Siefiko opisala w sposob jasny, szczegétowy oraz profesjonalny. W
pierwszym etapie badan Doktorantka okreslita wrazliwo$¢ badanych szczepow E. faecalis i E. faecium
na 13 antybiotykéw, o réznym mechanizmie dziatania, wykorzystujac E-test. Na potrzeby analizy
statystycznej Doktorantka dokonata transformacji logarytmicznej wartosci MIC dla poszczegélnych
antybiotykéw i wyniki przedstawita w formie wykreséw ramka-wasy. Antybiotykami o relatywnie
najwyzszej aktywnosci hamowania wzrostu izolatow E. faecalis i E. faecium byl linezolid i
tigecyklina, ktére wykazaly minimalnie wigksza aktywno$¢ wobec szczepow E. faecium. Zgodnie z
obowigzujacymi kryteriami wg EUCAST, w oparciu o wartosci MIC, szczepy obu badanych
gatunkow skategoryzowano jako: wrazliwe, (S), Sredniowrazliwe (I) i oporne (R).

W kolejnej czesci badan Doktorantka ocenita zdolno$é¢ badanych baterii do syntezy B-
laktamazy, hemolizyny i produkcji biofilmu. Zaden z izolatéw nie produkowat enzyméw z grupy p-
laktamaz. Zdecydowana wigkszo$¢é szczepdéw E. faecalis (91.2%) nie wykazata zdolnosci
hemolitycznych podczas gdy zdolno$é do a i B-hemolizy stwierdzono, odpowiednio u 86.7% i 3.4%
szczepow E. faecium. Waznym czynnikiem chorobotwérczosci bakterii jest ich zdolno$¢ tworzenia
biofilmu. W badanej populacji E. faecium potencjalna zdolnos¢ tworzenia biofilmu zostala
udokumentowana dla 86.7% szczep6w i tylko dla 11.1% szczepow E. faecalis.

Za bardzo istotny element pracy doktorskiej mgr Anny Siefko uwazam identyfikacj¢ genow
kodujacych enzymy modyfikujace aminoglikozydy, genéw determinujgcych opornos¢ na antybiotyki
glikopeptydowe i genéw kodujacych czynniki wirulencji w tym pigé genéw operonu cytolizyny. W
przypadku dwoch genéw determinujgcych opornosé wysokiego stopnia na gentamycyng: aph(3')-Illa
i aac(6’)-le-aph(2"’)-IUa oraz genu ant(6'-la) kodujacego opornos¢ wysokiego stopnia na
streptomycyne stwierdzono istotnie statystycznie czgstsze ich wystgpowanie w szczepach E. faecium
niz w szczepach E. faecalis. Zaden szczep E. faecium nie posiadal genéw cytolizyny, ktore
zidentyfikowano u 53.3% szczepéw E. faecalis. Geny kodujgce enterokokowe biatko powierzchniowe
Esp, biatko wigzace kolagen Ace i hialuronidazg Hyl stwierdzono istotnie statystycznie czgsciej wsrod
szczepéw E. faecium niz u E. faecalis podczas gdy geny kodujace substancje agregujaca As,
zelatynaze GelE i adhezyng wsierdzia EfaA wykazano istotnie statystycznie czesciej u szczepow E.

Jfaecalis niz u E. faecium.



Za bardzo wazny watek pracy doktorskiej mgr Anny Sienko uwazam analizg¢ pokrewienstwa
genetycznego szczepéw E. faecalis i E. faecium metody MLST. Badania te Doktorantka
przeprowadzita w oparciu o polaczone sekwencje siedmiu genéw metabolizmu podstawowego.
Wyniki tych badan, zaprezentowane w formie dendrogramu, wyraznie wskazujg, ze szczepy E.
faecalis z zakazen charakteryzuja si¢ najwigkszym zréznicowaniem typéw sekwencyjnych, tj.
wyrézniono wéréd nich 13 réznych ST nalezacych do 11 kompleksow klonalnych (CC) podczas gdy
w populacji E. faecalis z kolonizacji wyrézniono tylko cztery ST nalezace do trzech CC, a wsrdd
szczepdw E. faecium z zakazen i kolonizacji odpowiednio, pigé i trzy typy sekwencyjne, ktére zostaly
sklasyfikowane do jednego tego samego kompleksu klonalnego CC17 co wskazuje na klonalne
rozprzestrzenianie si¢ tych szczepéw wsrdd pacjentéw Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego i
Uniwersyteckiego Dziecigcego Szpitala Klinicznego.

Znajac profile alleliczne badanych izolatéw, ustalone metoda MLST, Doktorantka
umiejscowila je w obrebie calej populacji E. faecalis i E. faecium, ktorych dane sg dostgpne w
migdzynarodowej bazie PubMLST. Przedstawione schematy, obrazujace strukturg calej populacji E.
faecalis, pokazuja duze rozproszenie typéw sekwencyjnych, a wigc ich mate pokrewiefistwo. Schemat
populacji E. faecium z klonalnego kompleksu CC17 potwierdza wysoki stopien pokrewienstwa
migdzy badanymi szczepami tego gatunku i ich pochodzenie od wspolnego przodka o typie
sekwencyjnym ST17.

Reasumujgc oceng rozdziatu ,,Wyniki” chce podkreslié¢, ze Doktorantka przejrzyscie opisata
rezultaty swoich badan oraz jasno i profesjonalnie je zaprezentowata w tabelach i na rycinach. Czgs¢
wynikow przedstawita w rozdziale ,Materialy i Metody”, migdzy innymi bardzo ladny rozdzial
elektroforetyczny produktéow reakcji amplifikacji genu ddl E. faecalis i E. faecium (Rycina 8) co
wskazuje, ze mgr Anna Sieriko dobrze opanowata procedurg izolacji DNA i reakcji PCR. Stwierdzam
rowniez, ze Doktorantka bardzo dobrze zna i wykorzystuje programy komputerowe do analizy
sekwencji DNA. Mam dwa pytania odnoszace si¢ do ryciny 42 i 43. Na jakiej podstawie szczepowi E.
faecalis Nr 2 (Rycina 42) przydzielono odrgbny typ sekwencyjny, skoro, jak wynika to z filogramu,
polgczone sekwencje jego siedmiu genéw sa identyczne z analogicznymi sekwencjami szczepow
oznaczonych jako 1, 4, 25, 69, ktore zostaly sklasyfikowane do innego typu sekwencyjnego ST16.
Drugie moje pytanie dotyczy ryciny 43. Jak mozna wyjasnic fakt, ze szczepy E. faecium 37, 48, 59 z
zakazen, o tak odmiennym typie sekwencyjnym wzglgdem pozostatych izolatéw tego gatunku
pochodzacych z zakazen przydzielono do jednego wspolnego kompleksu klonalnego CC17.

Z zainteresowaniem przeczytatam rowniez ,,Dyskusje¢” opracowang w oparciu o wyniki badan
whasnych i dostepne dane, gléwnie z najnowszej literatury przedmiotu. Przedstawiona dyskusja
wskazuje na duze znaczenie podjgtego problemu badawczego, zwlaszcza w aspekcie poznawczym.
Chee podkresli¢ duza staranno$¢ jaka wykazata Doktorantka w przedstawieniu i dyskusji wynikow
oraz w doborze cytowanej literatury. W rozdziale tym mgr Anna Sienko w sposob dojrzaty

przeanalizowala i dokonata syntezy uzyskanych wynikow.
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W kolejnym rozdziale mgr Anna Siefiko przedstawila dziewig¢ poprawnie sformutowanych
wnioskow i krotka ich interpretacje.

Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim i angielskim zostalo syntetycznie
przygotowane i obejmuje wszystkie elementy niezbedne w tego typu opracowaniach.

Rozprawg doktorska mgr Anny Siefko konczy starannie dobrany wykaz pismiennictwa, $cisle
zwigzany z tematyka prowadzonych przez Autork¢ badan i wykaz zrédel ich finansowania. Checg

podkresli¢, ze w spisie literatury Doktorantka zamiescita wiele prac polskich autorow.

Whiosek koficowy

Uwazam, ze Pani mgr Anna Sienko przedstawita bardzo dobrg rozprawe doktorska, w ktorej
uzyskata istotne naukowo wyniki. Doktorantka niewatpliwie potrafi samodzielnie zaplanowac
doswiadczenia naukowe, przeprowadzi¢ odpowiednie badania, wyciggna¢ poprawne wnioski i opisac¢
wyniki swoich prac w formie rozprawy naukowej. W $wietle powyzszych danych uwazam, ze
przedstawiona mi do oceny praca doktorska, wykonana pod kierownictwem Pani prof. dr hab. Elzbiety
Tryniszewskiej spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ zatem do Rady
Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku o dopuszczenie Pani mgr Anny Sienko do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ponadto ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny ocenianej rozprawy, duze znaczenie poznawcze
problemu badawczego oraz staranne i przejrzyste opracowanie uzyskanych wynikow, stawiam
wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej UM

w Biatymstoku o stosowne wyroznienie tej pracy doktorskiej.

Neieb
prof. dr hab. Wanda Matek



