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Ocena rozprawy doktorskiej lekarza medycyny Anny Marii Gladkiej

p-t. ,,Obecnosé bakterii Helicobacter pylori w $linie u dzieci szkolnych”.

Zakazenia bakteryjne i wirusowe wystepuja u ludzi od stuleci. Czestoéé ich wystepowania,
intensywnos¢ i przebieg kliniczny zakazenia sg zroznicowane. Mogg wystepowac sporadycznie,
endemicznie oraz, co mielismy okazje przekonaé sie w ostatnich latach, ich wystepowanie
I zachorowalno$¢ sg tak czeste, ze okre$lane jest mianem epidemii a nawet pandemii.
Zidentyfikowanie czynnika chorobotwérczego bywa niezwykle trudne i zmudne. Pierwsze
obserwacje materiatu badanedo czynione byty z pomocg szkietka a potem miksoskopu.

Pierwsze doniesienia o obecnosci bakterii w zotadku ukazaly si¢ w pismiennictwie okoto
100 lat temu. Spiralne organizmy obserwowano i opisywano w zotgdkach psow, kotéw, §winek
i malp juz w latach dziewigédziesigtych XIX wieku. W 1899 polski badacz Walery Jaworski
w swom polskojezycznym podrgczniku choréb zotadka opisat obecnosé bakterii, ktore nazwat
Vibrio rugula, a ktore zidentyfikowatl w poptuczynach zotgdkowych i opisat ich prawdopodobny
zwiazek z zapaleniem zotgdka.

Kolejne doniesienia publikowane byly przez ,,zachodnich” badaczy w jezyku angielskim. W 1906
roku niemiecki uczony Krienitz stwierdzit obecno$é | kretkow” w zolagdku pacjenta
z owrzodzeniem rakowym. W 1913 roku Rosenow w USA opisat obecnosé paciorkowcow w 96%
hodowli pochodzgcych z zotadkéw resekowanych z powodu choroby wrzodowej. W 1921 roku
Luger i Neuberger potwierdzili odkrycie Krienitza sprzed 15 lat znajdujac spiralne formy bakterii
blonie sluzowej zotadka i soku zolgdkowym pacjentéw z rakiem zotadka, a takze zdrowych
osobnikow. Niestety, w 1954 roku Palmer na podstawie analizy wycinkéw btony §luzowej z ponad
1100 biopsji stwierdzil, iz spiralne formy widoczne na powierzchni $luzéwki sg nastepstwem
zanieczyszczenh a nie czynnikiem chorobotwoérczym, co spowodowalo zmniejszenie
zainteresowania tymi bakteriami i zaprzestanie badan.

W 1975 roku Steer i Colin-Jones stwierdzili obecnos¢ spiralnych bakterii oraz nacick
z wielojadrzastych leukocytoéw w blonie sluzowej zoladka u 80% pacjentow z wrzodem oraz brak

opisywanych zmian w zotadkach osob zdrowych. Obserwowang bakterie z rzeskami na jednym
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z koncow uczeni ci zidentyfikowali Jako Gram ujemng pateczke ropy biekitnej. Ich argumenty
o patogennej roli tej bakterii dla zapalenia blony sluzowe;j zotgdka nie znalazty uznania w opinii
innych badaczy a sugestia o znaczeniu zakazenia bakteryjnego w wywolywaniu choroby
wrzodowej zostata zapomniana.
Dopiero australijscy lekarze Robin Warren (patolog) i Barry Marshall (internista) w swoich
badaniach ponownie wrécili do badan dotyczacych obecnodei spiralnych form bakteryjnych
w zotadku. Stwierdzili oni obecnogé matych, zakrzywionych, S-podobnych bakterii u ponad 100
pacjentow. Obserwowane bakterie wykazywaly duze ,powinowactwo” do powierzchni
zmienionej zapalnie blony sluzowej z naciekiem z komorek wielojadrzastych a z hodowli bioptatu
w 5 dniowej inkubacji znaleziono plytke obficie przerosnieta bakteriami podobnymi do
obserwowanych poprzednio w  §luzdwee. Wyhodowang kulturg bakteryjna nazwano
Campylobacter like organism, a nastgpnie Campylobacter pyloridis. W doswiadczeniach na
wlasnych osobach wykazali zwiazek zakazenia Campylobacter pyloridis (poznie] nazwanej
Helicobacter pylori) z zapaleniem blony $luzowej zolgdka, zastosowali efektywne leczenie
cradykacyjne czyli postulaty Kocha (wyizolowali, zakazili, wyleczyli) o udziale tej bakterii
W patogenezie zapalenia blony §luzowej zoladka zostaly spelnione. Swoje odkrycie Marshall
I Warren oglosili w 1983 roku. Spowodowato to pojawienie sig licznych doniesiefi o podobnych
obserwacjach. Od tej pory odnotowuje sig¢ rozwd] badan nad rolg tych bakterii w etiopatogenezie
przewlektego zapalenia bony $luzowej.

W 1994 r. Helicobacter pylori (H. pylori) zostata uznana przez Swiatowg Organizacje
Zdrowia za czynnik karcinogenny klasy I.

Rozpowszechnienie H.pylori jest duze, dotyczy zaréwno dzieci, jak i o0séb dorostych.
Czgsciej wystepuje u dorostych i w krajach o niskim statusie socjoekonomicznym. Zakazenie
H.pylori nabywane jest najczescicj w dziecinstwie droga oralng. H.pylori charakteryzuje sie
duzym zro6znicowaniem genetycznym, podatno$cig na mutacje oraz zdolnoscig do ksztaltowania
wiasnych mechanizméw unikania sit obronnych w organizmie zakazonym. Genom jest kluczem
do funkeji biologicznych. H.pylori produkuje; katalaze, oksydaze, ureazg, fosfataze alkaliczng,
gamma-glutamylotranspeptydaze, aminopeptydaze leucyny, fosfolipaze A2, lipaze, proteaze,
DNA-zg, dysmutaze ponadtlenkowa, cytotoksyne wakuolizujaca kodowana przez gen vacA oraz
cytotoksyne kodowang przez gen cagA .

Ze wszystkich w/w enzymow najsilniejsze dziatanie antygenowe w stosunku do komorek
blony sluzowej wykazujg kodowane przez gen cagAd biatka zewngtrzkomérkowe (cytotoksyna
CagA) i kodowane przez gen vacA bialka (cytotoksyna VacA ).

Zasiedlanie blony Sluzowej zoladka przez Hpylori dotyczy zwlaszcza okolicy

przedodzwiernikowej, a niekiedy tez ognisk metaplazji nablonka Zolgdkowego w przelyku
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i dwunastnicy. Po adhezji H pylori do nablonka zotadkowego rozpoczyna si¢ proces uszkodzenia
komoérek nabtonka blony Sluzowej, ktéry warunkuje dalszy przebieg zmian morfologicznych
I czynnosciowych zotadka. Zakazenie H.pylori inicjuje odpowiedz ustroju o charakterze
miejscowego procesu zapalnego, poczgtkowo ostrego, a nastepnie przewlektego. W wyniku
powyzszych interakcji, a zwlaszcza w nastgpstwie miejscowych zaburzen czynnosciowych,
morfologicznych oraz immunologicznych blony sluzowej zotgdka, moze wystapié¢ nisza
wrzodowa, zaostrzenie oraz inne powiktania, badz okres bezobjawowego wyciszenia zapalenia,
ktére moze trwaé wiele lat. Ewolucja zmian w blonie $luzowej od zakazenia cziowieka pylori
do rozwoju wrzodu w trwa kilka, a nawet dziesiatki lat. Powikfania przewlektego zakazenia
H.pylori, pod postacig raka czy chtoniaka zotadka, dotycza zwykle populacji ludzi dorostych.

Rozpoznanie zakazenia opiera sig gtownie o metody inwazyjne; gastrofiberoskopie z oceng
wycinkéw w tesie ureazowym, badaniu histologicznym, hodowla i ocena lekowrazliwosci.
Badania nieinwazyjne, jak ureazowy test oddechowy, badanie antygenu bakterii w kale —
stosowane sg gtéwnie do oceny efektow terapii.

Podejmowano juz proby oznaczania przeciwciat anty-f1 pylori klasy 1gG w $linie jako
przydatng nieinwazyjng przesiewowg metoda wykrywania zakazenia H.pylori w badaniach
epidemiologicznych.

W ostatnich latach nowe wytyczne mikrobiologiczne w diagnostyce zakazen bakteryjnych
wskazujg na badanie metoda polimerazowej reakcji  tancuchowej (PCR) jako wiodace
W postawieniu rozpoznania. PCR technika biologii molekularnej pozwala przy zastosowaniu
reakeji enzymatycznej polimeryzacji na wykrywanie i wyizolowywanie nawet sladowych ilosci
DNA bakteryjnego. Metodg amplifikacji i ich zwielokrotnienia przez hybrydyzacje przeprowadza
si¢ poréwnanie sekwencji nukleotydéw w odniesieniu do wzorca matrycowego DNA bakterii
1 identyfikowanie genomu drobnoustroju.

Metoda ta ma réwniez zastosowanie (aczkolwiek bardzo mato wykorzystywane)
w diagnostyce H.pylori w blonie sluzowej zoladka. Jej dodatkows zaleta jest fakt iz pozwala
rownicz na stwierdzenie zmian w ukladzie fragmentéw restrykcyjnych sekwencji DNA, czyli
wykrycie mutacji bakteryjnych oraz niewykrywalnych metodami mikrobiologicznymi, form
kokoidalnych H pylori.

Zakazenie H.pylori wystepuje na calym Swiecie. Przewlekly charakter zakazenia /. pylori
oraz odlege nastgpstwa dtugotrwatego zakazenia u ludzi, pod postacig rozrostu nowotworowego
w zotgdku, wskazujg na potrzebg prowadzenia kompleksowych badan nad przebiegiem zakazenia
H.pylori, zwlaszcza u dzieci 1 opracowania nicinwazyjnych metod diagnostycznych

pozwalajgcych na szybka diagnostyke, interwencje terapeutyczng oraz monitorowanie przebiegu



procesu zakazenia. Metody nieinwazyjne mogg tez mie¢ istotne znaczenie diagnostyczne dla
celow epidemiologicznych.

W przedstawionej mi do recenzji pracy Doktorantka podjela si¢ oceny wystepowania
materiatu genetycznego bakterii H pylori, a doktadnie alleli s7 7 52 genu vacA H.pylori w $linie
i wycinkach blony $luzowej zolgdka dzieci z rozpoznanym zakazeniem 4. pylori.

Doktorantka zalozyta ustalenie obecnosci bakterii H.pylori na podstawie wystepowania
genotypu bakterii w $linie i blonie $luzowej zotgdka rownoczesnie oraz korelacji miedzy
genotypem bakterii a objawami klinicznymi, wystepowaniem bakterii w $linie a obecnoscia
prochnicy zebow.

Badaniom zostaty poddane dzieci z objawami klinicznymi.

Grupg badawczg stanowito 44 dzieci w wieku 6 lat do 17 lat i 6 m-cy (Sr. 13,6 +/- 3,67 lat)
z potwierdzonym zakazeniem H.pylori. Grupe kontrolng stanowito 72 dzieci w wieku 4 lat i 6 m-
cy do 17 lati 10 m-cy ($r.13,2 +/- 3,25 lat) z wykluczonym zakazeniem H. pylori.

Zakazenie Hpylori diagnozowano na podstawie testu ureazowego 1 badania
histopatologicznego wycinkéw blony slzowej zotadka pobranych w czasie gastrofiberoskopii. Za
dodatni wynik przyjmowano dodatni test ureazowy oraz obecnogé spiralnych form w wycinkach
blony $luzowej zotadka.

Materiatem badawczym w przedstawionej dysertacji byla $lina dzieci i bioptaty btony
sluzowej zotgdka. Analiza opierata si¢ na amplifikacji fragmentu genu kodujacego cytotoksyne
wakuolizujgcg H.pylori w reakeji tancuchowej polimerazy. Za wynik pozytywny testu na
obecnos¢ wariantu vacA/s! uznawano stwierdzenie produktu reakcji PCR o wielkosci 120 pz,
a wariantu vacA/s2 - 150 pz.

Ponadto przeprowadzono oceng stomatologiczng uzebienia i badanie kwestionariuszowe.

Przediozona do oceny dysertacja liczy 90 stron tekstu ilustrowanego 2 rycinami, 12
tabelami. Praca ma typowy uklad; wstep i dane z pismiennictwa, zatozenia i cel pracy, materiaty
i metody badawcze, wyniki i oméwienie wynikow badan, dyskusja, wnioski, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, pi$miennictwo, aneks. Zamieszczony jest réwniez wykaz skrotow
zastosowanych w pracy.

Interesujgcy wstep zawarty na 31 stronach stanowi omowienie wirulencji bakterii
Helicobacter pylori zaleznej od jej genomu i jej zwigzku z zapaleniem blony $luzowej zotadka,
oraz chorobg wrzodowa dwunastnicy. Jest rowniez przegladem aktualnej wiedzy o H.pylori,
epidemiologii, drogach transmisji i metodach diagnostyki zakazenia. Szczegélnie duzo uwagi

poswiecifa Doktorantka streszczeniu dotychczasowej wiedzy na temat wystepowania H.pylori

w jamie ustnej, ptytce nazebnej, $linie.



Catosciowo Wstep — zostat przedstawiony zostata w spos6b jasny i klarowny, Swiadczacy
o dobrej znajomosci poruszanych przez Doktorantke zagadnien.

Zatozenia i cel pracy przedstawione zostaly precyzyjnie.

W rozdziale materialy i metody badawcze Doktorantka dokonata charakterystyki grupy
badanej z podzialem na analizowane podgrupy, szczegélowego opisu stosowanych metod
badawczych oraz analiz statystycznych. Wartogé merytoryczna wykonanych badan nie budzi
zastrzezen, podobnie jak zastosowane metody obliczen statystycznych.

Badania realizowata w grupie 116 dzieci w wieku od 4 lat 6 m-cy do 17 lat 10 m-cy ($r.
13,6 +/- 3,4).

Wyniki przeprowadzonych badan zostaly zaprezentowane i oméwione szczegotowo.
W badaniach Doktorantka wykazata;

- zakazenie H. pylori rownie czesto wystepowato u dziewczat, jak i chtopcow, mieszkancdw miast
I wsi; w grupie bez zakazenia przewazaly dziewczynki z miasta, .
- liczba dzieci w rodzinie, zakazenie H.pylori u Rodzicow nie stanowity ryzyka transmisji
zakazenia ,
- objawy kliniczne, jak; utrata laknienia, spadek masy ciala, czy pokrzywka réwnie czesto
wystgpowaly u dzieci z i bez zakazenia H pylori, natomiast bole brzucha istotnie czgsciej u dzieci
badanych bez zakazenia H pylori(-),
- odzywienie w obu grupach byto poréwnywalne,
- w Slinie stwierdzono obecnos¢ genéw toksyny wakuolizujacej vacAd Hpylori u 81.6%,
w tym alleli s1 u 71,1% badanych dzieci z potwiedzonym standardowymi metodami zakazeniem
H.pylori, s2 u42,1%, s1s2 31.6%, wystepowanie alleli s/ bylo istotnie czestsze niz alleli 52 vacA
H pylori (p=0,011),
- w zoladku wykryto obecnosé gendéw vacA H.pylori u 65,9 % dzieci H.pylori (+), réwniez
wystepowanie alleli s/ bylo istotnie czestsze (p= 0,002) niz alleli s2 vacA H.pylori (odpowiednio
61% 1 26,8%), sls2 -22%,
- nie stwierdzono zaleznosci statystycznej miedzy obecnoscig genu vacA w blonie $luzowej zotadka
a wystgpowaniem objawdw klinicznych u dzieci,
- nie stwierdzono zaleznos$ci miedzy obecnoscig genu cytotoksyny wakuolizujacej vacA s1 i vad s2
w §linie dzieci zakazonych a wartoscig wskaznika PUW (préchnica- usunigte-wypetnione) u dzieci,
- nie stwierdzono zalezno$ci miedzy obecnoscig genu vacA s1 i vacA s2 w blonie $luzowej zotadka

a wartoscig wskaznika PUW u dzieci,

Dyskusja, w ktorej Doktorantka umiejetnie konfrontuje wyniki wiasne z doniesieniami

Z pismiennictwa liczy 18 stron.



Tekst jest napisany poprawnym jezykiem, opracowanie pracy i graficzne wynikow bardzo
staranne.

Pracg koficzg 4 wnioski bedace w wiekszoéci podsumowaniem wynikow. Whnioski
dowodza stusznosci hipotezy stawianej przed podjeciem badan.

Autorka wykorzystata 156 pozycji piémiennictwa wlasciwe dobranych pod wzgledem
tematycznym co swiadczy, ze byta dobrze przygotowana teoretycznie do realizacji postawionego
zadania badawczego. Pismiennictwo napisane jest w kolejnogci cytowania, z dobrze przestrzegang
konseckwencjg interpunkcyjng i bibliograficzng. Przewazaja prace z obecnego stulecia,
anglojezyczne. Uwaga; Przy cytowaniu pozycji ksiazkowych nie odniosta si¢ do rozdzialow i ich
autorow.

W podsumowaniu pragng stwierdzi¢, ze w przedstawionej mi do recenzji pracy kierunek
zaprogramowanych badan odpowiada w pelni potrzebom poglebiania i aktualizacji wiedzy na
temat nieinwazyjnych metod diagnozowania zakazenia Helicobacter pylori, wykorzystania do
tego bardzo dostgpnego materiatu biologicznego jakim jest $lina, z zastosowaniem mikrometody,
I wykorzystania bardzo czulgj techniki jaka jest badanie metoda PCR. Jedynym ograniczeniem
wydaje si¢ by¢ dostepno$¢ badan polimerazowej reakcji lancuchowej, ktora dla miast
akademickich nie jest problemem, a postep diagnostyczny i technologiczny powoduje, ze stajg si¢
coraz czgsciej stosowane.,

Zaplanowany przez Doktorantke program badawczy zostat konsekwentnie zrealizowany.

Reasumujgc stwierdzam, ze powierzona mi do oceny rozprawa pt. ,,Obecno$é¢ bakierii
Helicobacter pylori w $linie u dzieci szkolnych” jest oryginalnym dorobkiem naukowym
Doktorantki i spetnia warunki stawiane pracom doktorskim.

Mam zaszczyt przedstawi¢ Senatowi Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek
o dopuszczenie lekarza medycyny Anne Mari¢ Gladkg do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego oraz wnioskuje o nagrodzenie pracy.
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